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ABKU¨RZUNGEN
5’-SS 5’-Spleißstelle
3’-SS 3’-Spleißstelle
bp Basenpaar(e)
BSA Rinderserumalbumin
DAPI 4’,6-Diamidino-2-phenylindol
ddNTP 2’,3’-Didesoxy-Nukleosid-5’-Triphosphat
dNTP 2’-Desoxy-Nukleosid-5’-Triphosphat
DTT Dithiothreitol
EDTA Ethylendinitrilotetraacetat
EtOH Ethanol
FACS Fluorescence Activated Cell Sorter
GFP Green Fluorescent Protein
h Stunde(n)
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalaktosid
kb Kilobase(n)
LiDS Lithiumdodecylsulfat
NaAc Natriumacetat
min Minute(n)
nt Nucleotid(e)
OD Optische Dichte
ORF Open Reading Frame
PCIA Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
PCR Polymerase Chain Reaction
PEG Polyethylenglykol
Pipes Piperazine-N,N’-bis(2-Ethansulfonsa¨ure)
RBD RNA-Bindungsdoma¨ne
RRD argininreiche Doma¨ne
RT Raumtemperatur
sec Sekunde(n)
SDS Natriumdodecylsulfat
SSC Standard Natriumcitrat
snRNA small nuclear RNA
snRNP small nuclear ribonucleoprotein particle
TE Tris-EDTA
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
U Unit
Upm Umdrehungen pro Minute
X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-galaktosid

1 Einleitung
Die Gene von eukaryontischen Organismen haben eine mosaikartige Struktur. Die kodie-
renden Sequenzen ihrer Gene ko¨nnen von ein oder mehreren nicht-kodierenden Abschnit-
ten unterbrochen sein, die als Introns bezeichnet werden. Bei der Transkription dieser Ge-
ne entsteht ein prima¨res Transkript, die sogenannte pra¨-mRNA. Nach der Transkription
werden die Introns aus der pra¨-mRNA entfernt und die kodierenden Sequenzen, die so-
genannten Exons, miteinander verbunden. Dieser Vorgang wird als pra¨-mRNA Spleißen
bezeichnet.
Das Herausspleißen der Introns findet im Zellkern statt. Weil die meisten eukaryonti-
schen Gene Introns enthalten, ist das Entfernen der Introns ein essentieller Vorgang, um
eine reife mRNA zu bilden, die schließlich aus dem Zellkern in das Cytoplasma exportiert
und fu¨r die Translation verwendet wird.
Fu¨r das Spleißen der pra¨-mRNA besitzt die eukaryotische Zelle einen Ribonukleo-
proteinkomplex, der sich aus u¨ber 100 verschiedenen Proteinen und fu¨nf kleinen RNA-
Moleku¨len, den sogenannten snRNAs (small nuclear RNAs), zusammensetzt (McKeown,
1993, Newman, 1994). Die Proteine und snRNAs bilden kleine Ribonukleoproteinparti-
kel, die als snRNPs (small nuclear ribonucleoprotein particle) bezeichnet werden (Lamm
& Lamond, 1993). Fu¨nf dieser snRNPs, (snRNP U1, U2, U4/U6 und U5) lagern sich auf
der pra¨-mRNA zu einer komplexen Struktur, dem Spleißosom, zusammen (Lamond, 1993,
Zieve & Sauterer, 1990).
Die snRNPs sorgen fu¨r die Erkennung und das Herauspleißen der Introns, indem sie
an kurze konservierte Sequenzabschnitte der pra¨-mRNA binden: Diese Sequenzen liegen
an den Grenzen zwischen den Exons und Introns und werden als 5’- und 3’-Spleißstellen
bezeichnet. In ho¨heren Eukaryonten sind jeweils nur die ersten und die letzten beiden Nu-
kleotide der 5’- (GTRAGU) und der 3’-Spleißstelle (YAG) des Introns konserviert.
Ein weiteres Element, das von den snRNPs erkannt wird, ist ein Adenosin-Nukleotid,
das bei der Spleißreaktion als Verzweigungsstelle (Branchpoint) dient. Der Branchpoint ist
von der Konsensussequenz YNCURAC umgeben und befindet sich in der Regel etwa 20–
40 Nukleotide vor der 3’-Spleißstelle. In dieser Region enthalten die Introns von ho¨heren
Eukaryonten ha¨ufig pyrimidinreiche Sequenzen (Coolidge et al., 1997).
Durch die sukzessive Bindung der snRNPs an die Spleißstellen wird das Spleißosom
auf der pra¨-mRNA aufgebaut. Dabei binden die snRNAs zum Teil durch komplementa¨re
Basenpaarung an die Spleißstellen der Introns. Durch eine Serie von Konformationsa¨nde-
rungen wird die pra¨-mRNA in eine fu¨r die Spleißreaktion geeignete Sekunda¨rstruktur ge-
bracht, wobei die 5’- und die 3’-Spleißstellen der Introns in ra¨umliche Na¨he gelangen
(Reed, 1996).
Der Aufbau des Spleißosoms auf der pra¨-mRNA erfolgt in mehreren Phasen und be-
ginnt mit der Bindung des snRNP U1 an die 5’-Spleißstelle (Abb.1.1; Komplex E). Die U1
snRNA bindet dabei durch komplementa¨re Basenpaarung an die pra¨-mRNA.
Die Bildung des Spleißosoms wird durch die Bindung des snRNP U2 an die Verzwei-
gungsstelle fortgesetzt, wobei die U2 snRNA durch komplementa¨re Basenpaarung mit der
Verzweigungsstelle in Wechselwirkung tritt (Abb.1.1; Komplex A). Durch die Bindung der
snRNPs U4/U6 und U5 in Form eines Tri-snRNP Komplexes wird die Spleißreaktion ein-
geleitet (Abb.1.1; Komplex B).
Durch eine Reihe von Konformationsa¨nderungen, fu¨r die ATP beno¨tigt wird, kommt
es zur Bildung des katalytisch aktiven Spleißosoms (Abb.1.1; Komplex C). Dabei wird die
ausgedehnte Basenpaarung zwischen der U4 und der U6 snRNA, sowie der U1 snRNA
mit der 5’-Spleißstelle aufgehoben und eine neue Paarung zwischen der U2 und der U6
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der sukzessiven Bindung der snRNP Partikel an die pra¨-mRNA.
Die Spleißreaktion wird durch die Bindung des snRNP U1 an die pra¨-mRNA eingleitet. Dabei gelangt
die 5’- und die 3’- Spleißstelle des Introns in ra¨umliche Na¨he. Die Erkennung der Verzweigungsstelle
geschieht durch die Bindung des snRNP U2 mit Hilfe einer komplementa¨ren Basenpaarung zwischen
der U2 snRNA und der Branchsequenz. Durch die Bindung des [U4/U6.U5] Tri-snRNP Komplexes
wird die erste Transestereaktion eingeleitet. Dabei kommt es zur Spaltung der Phosphodiesterbindung
an der 5’-Spleißstelle und zur Vernu¨pfung des 5’-Endes des Introns mit einem Adenosin-Baustein in
der Branch-Sequenz u¨ber eine 2’,5’-Phosphodiesterbindung. Nach diesem Schritt werden die bei-
den Exons durch den nucleophilen Angriff des 3’-OH Endes des 5’-gelegenen Exons (Exon 1) auf
die 3’-Spleißstelle miteinander verknu¨pft und das Intron in Form einer Lassostruktur freigesetzt. Es
bedeuten: 5’-SS, 5’-Spleißstelle; 3’-SS, 3’-Spleißstelle; Bp, Branchpoint.
snRNA mit der Branchsequenz und der 5’-Spleißstelle aufgebaut (Madhani & Guthrie,
1994, Nilsen, 1994, Wu & Manley, 1991).
Nun kann der erste Schritt der Spleißreaktion erfolgen, die in ho¨heren und niederen
Eukaryonten nach dem gleichen Mechanismus abla¨uft und aus zwei aufeinander folgen-
den Transesterreaktionen besteht (Sharp, 1994): Bei der ersten Transesterreaktion wird die
3’,5’-Phosphodiester-Bindung zwischen dem Exon und dem Intron an der 5’-Spleißstelle
gespalten. Das 5’-Ende des Introns wird mit der 2’-OH Gruppe des Adenosins an der
Verzweigungsstelle verknu¨pft, so daß eine 2’,5’-Phosphodiester-Bindung gebildet wird
(Abb.1.2, 2). Dabei entsteht ein lassoa¨hnliches Zwischenprodukt, das man als Lariat be-
zeichnet, sowie ein Exon mit einer freien 3’-OH Gruppe. Es wird diskutiert, daß die snR-
NAs U2 und U6 dabei das aktive Zentrum des Spleißosoms bilden, das diese Reaktion
katalysiert (Sun & Manley, 1995, Umen & Guthrie, 1995).
Beim zweiten Schritt der Spleißreaktion werden die Exons durch eine weitere Transe-
stereaktion miteinander verbunden. Es kommt dabei zur Spaltung der 3’,5’-Phosphodiester-
Bindung an der 3’-Spleißstelle, wobei das Intron in Form des Lariats freigesetzt wird
(Abb.1.2, 3).
Das Herauspleißen der Introns aus der pra¨-mRNA muß mit großer Pra¨zision erfolgen.
Die Introns mu¨ssen bis auf das Nukleotid genau aus der pra¨-mRNA herausgeschnitten
und die Exons pra¨zise miteinander verbunden werden, weil sonst die Abfolge der Cod-
ons gesto¨rt und das Leseraster der mRNA vera¨ndert wird. Welche Folgen das fehlerhafte
Spleißen von pra¨-mRNA haben kann, zeigen z. B. einige genetisch bedingte Krankheiten
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Transesterreaktionen der Spleißreaktion. Es bedeuten: 5’-SS,
5’-Spleißstelle; 3’-SS, 3’-Spleißstelle; Bp, Branchpoint.
beim Menschen, die auf die Mutation von Spleißstellen zuru¨ckzufu¨hren sind (Cooper &
Mattox, 1997).
Weil sich die Spleißstellen der Introns nur aus sehr kurzen konservierten Sequenzen zu-
sammensetzen, werden fu¨r die pra¨zise Erkennung der Spleißstellen weitere Spleißfaktoren
beno¨tigt, welche die snRNPs bei der Erkennung der Introns unterstu¨tzen und die Spleiß-
reaktion regulieren (Lamm & Lamond, 1993). Ha¨ufig sind diese Spleißfaktoren RNA-
bindende Proteine, die neben den Spleißstellen noch andere Sequenzelemente der Introns
erkennen:
Zum Beispiel bindet der Spleißfaktor U2AF (snRNP U2 auxiliary factor), der sich aus
zwei Untereinheiten von 35 und 65 kDa zusammensetzt (U2AF35/U2AF65), an die pyrimi-
dinreiche Sequenz, die sich in manchen Introns zwischen der Verzweigungsstelle und der
3’-Spleißstelle befindet. Dadurch wird die Bindung des snRNP U2 an die Verzweigungs-
stelle gefo¨rdert (Ruskin et al., 1988, Valcarel et al., 1996).
Zu einer bedeutenden Gruppe von RNA-bindenden Spleißfaktoren geho¨ren die SR-
Proteine (Fu, 1995, Manley & Tacke, 1996, Valcarel & Green, 1996, Will & Lu¨hrmann,
1997, Zahler et al., 1992). Die SR-Proteine sind essentielle Spleißfaktoren, die fu¨r das
konstitutive und alternative Spleißen von pra¨-mRNA erforderlich sind.
Der aminoterminale Teil der SR-Proteine besteht aus ein oder zwei RNA-Bindungs-
doma¨nen (RBDs), die jeweils ein RNA-Erkennungsmotiv (RRM) enthalten. Die RNA-
Erkennungsmotive der RNA-Bindungsdoma¨ne sind aus vier antiparallelen β-Faltblatt-
strukturen und zwei α-Helices aufgebaut, die in der Reihenfolge β1α1β2β3α2β4 ange-
ordnet sind.
Die β3- und β1-Faltblattstrukturen enthalten konservierte Sequenzmotive aus acht bzw.
sieben Aminosa¨uren, die als RNP-1 und RNP-2 Motiv bezeichnet werden und fu¨r die Bin-
dung der RNA erforderlich sind (Caceres & Krainer, 1993). Des weiteren folgt auf das
RNP-1 Motiv der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne die konservierte Sequenz EFEDXRDA.
Die SR-Proteine, die eine zweite RNA-Bindungsdoma¨ne besitzen, enthalten eine charakte-
ristische Signatursequenz (SWQDLKD), die absolut invariabel ist (Birney et al., 1993).
Der carboxyterminale Teil der SR-Proteine besteht aus einer Doma¨ne, die reich an al-
ternierenden Serin/Arginin-Dipeptiden ist. Die La¨nge dieser SR-Doma¨ne und die Menge
der RS-Dipeptide variiert in den verschiedenen SR-Proteinen. So entha¨lt der Spleißfaktor
ASF/SF2 z. B. 13 und das SR-Protein SRp30c 5 SR-Dipeptide (Screaton et al., 1995).
Die Funktion der SR-Proteine wurde hauptsa¨chlich in vitro mit Hilfe von cytoplasma-
tischen S100 Extrakten aus HeLa Zellen untersucht. Diese Extrakte enthalten alle Bestand-
teile, die fu¨r das in vitro Spleißen von pra¨-mRNA erforderlich sind, aber nur eine geringe
Konzentration von SR-Proteinen. Diese mu¨ssen gesondert hinzugefu¨gt werden, damit die
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Extrakte Spleißaktivita¨t besitzen (Krainer et al., 1990, Zahler et al., 1992). Auch in vi-
vo konnte gezeigt werden, daß SR-Proteine essentielle Spleißfaktoren sind (Mount, 1997,
Ring & Lis, 1994, Wang et al., 1996).
Untersuchungen mit dem Two-Hybrid System haben ergeben, daß die SR-Proteine mit
Hilfe der RS-Doma¨ne an die snRNPs und andere Spleißfaktoren binden. Zum Beispiel
interagieren die SR-Proteine ASF/SF2 und SC35 mit dem Spleißfaktor U2AF35 und dem
Protein U1-70K, das spezifisch am snRNP U1 gebunden ist. Es wird diskutiert, daß auf
diese Weise ein komplexes Netzwerk von Protein-Protein Interaktionen entsteht, mit dem
der Kontakt zwischen der 5’- und 3’- Spleißstelle hergestellt wird (Wu & Maniatis, 1993).
Die Beobachtung, daß die SR-Proteine bereits an der pra¨-mRNA gebunden sind, noch
bevor das snRNP U1 mit der 5’-Spleißstelle interagiert, fu¨hrte zu der Annahme, daß die
Erkennung der Spleißstellen durch die SR-Proteine gefo¨rdert wird (Buvioli et al., 1997,
Staknis & Reed, 1994, Zahler & Roth, 1995).
So wurde z. B. gezeigt, daß der Spleißfaktor ASF/SF2 in vitro an die 5’-Spleißstellen
von verschiedenen pra¨-mRNAs bindet (Zuo & Manley, 1994). Wenn in vitro besonders
hohe Konzentrationen von ASF/SF2 eingesetzt werden, kann die Spleißreaktion sogar in
Abwesenheit des snRNP U1 erfolgen (Tarn & Steitz, 1994). Das bedeutet, daß durch die
Bindung der SR-Proteine die Spleißstellen erkannt und festgelegt werden.
Durch die Bindung der SR-Proteine an die pra¨-mRNA kann auch die Auswahl von al-
ternativen Spleißstellen erfolgen (Chabot, 1996). Beim alternativen Spleißen werden die
Exons einer pra¨-mRNA auf unterschiedliche Weise miteinander verknu¨pft, so daß aus ei-
nem Transkript mehrere mRNAs gebildet werden ko¨nnen, die fu¨r verschiedene Isoformen
eines Proteins kodieren.
Die Auswahl der alternativen Spleißstellen ist von der Konzentration der SR-Proteine
abha¨ngig: Wenn z. B. die Spleißfaktoren ASF/SF2 und SC35 bei einer in vitro Spleiß-
reaktion in steigender Menge zu einer pra¨-mRNA mit zwei alternativen 5’-Spleißstellen
gegeben werden, dann wird beim Spleißen die proximale d. h. stromabwa¨rts gelegene 5’-
Spleißstelle bevorzugt verwendet (Ge & Manley, 1990, Horowitz & Krainer, 1994). Die
Zugabe des hnRNP Proteins A1 hat den gegenteiligen Effekt: Statt der proximalen 5’-
Spleißstelle wird die distale d. h. stromaufwa¨rts gelegene Spleißstelle verwendet (Gatto-
Konczak et al., 1999). Das A1 Protein geho¨rt zu der Gruppe der hnRNPs (heterogenous
nuclear ribonucleoprotein particle). Das sind RNA-bindende Proteine, die mehrere RNA-
Bindungsdoma¨nen haben ko¨nnen, aber keine RS-Doma¨ne besitzen. Sie ko¨nnen wie die
SR-Proteine an pra¨-mRNA binden (Birney et al., 1993).
Außer den Spleißstellen kommen in der pra¨-mRNA weitere Sequenzelemente vor, die
als Bindungsstellen der SR-Proteine dienen. Diese Sequenzelemente ko¨nnen das Spleißen
von pra¨-mRNA hemmen oder fo¨rdern. Sie werden deshalb als Splicing Silencer- oder En-
hancer Sequenzen bezeichnet.
Splicing Enhancer setzen sich in der Regel aus kurzen purinreichen und manchmal auch
pyrimidinreichen Sequenzen zusammen (Schaal & Maniatis, 1999). Sie wurden sowohl in
Exons als auch in Introns identifiziert. Durch die Bindung von SR-Proteinen ko¨nnen sie
das Spleißen von benachbarten Introns oder Exons beeinflussen.
Sie treten insbesondere in der Na¨he von Introns auf, deren Spleißstellen von der Kon-
senssussequenz abweichen. Die Bindung der SR-Proteine an die Enhancer Sequenzen be-
wirkt, daß die snRNPs in die Na¨he der Spleißstellen gelangen, so daß das Herausspleißen
dieser Introns gefo¨rdert wird (Hertel et al., 1997). Oft befinden sich Splicing Enhancer in
pra¨-mRNAs die alternativ gespleißt werden. Es wird diskutiert, daß durch die sequenzspezi-
fische Bindung von SR-Proteinen an bestimmte Splicing Enhancer Elemente das alternative
Spleißen reguliert wird. Ein Beispiel dafu¨r ist die geschlechtsspezifische Differenzierung
von Drosophila, die durch das sxl Gen und die beiden SR-Proteine TRA und TRA2 regu-
liert wird (Chabot, 1996, Gebauer et al., 1998). Ein Schema dieser Regulation zeigt die
Abb.1.3.
4
sxl 2 3 4
TRA
kein TRA
kein SXL
SXL
tra
dsx
TRA2
3 4 5 3 4 5
pA
DSX Produkt hemmt
männliche Differenzierung
DSX Produkt hemmt
weibliche Differenzierung
*
1 2 3 4
3’
Abb. 1.3: Schema der Regulation der geschlechtsspezifischen Differenzierung von Drosophila durch
alternatives Spleißen. Das Exon 3 des sxl Gens entha¨lt ein Stopcodon (*). Deshalb kann das SXL
Protein nur in weiblichen Zellen gebildet werden. Das SXL Protein bindet an die 3’-Spleißstelle von
Exon 2 der tra mRNA. Dadurch wird die Bindung des Spleißfaktors U2AF65 verhindert und fu¨hrt zur
Aktivierung einer stromabwa¨rts gelegenen 3’-Spleißstelle (3’), so daß das TRA Protein gebildet wird.
Das TRA Protein stabilisiert die Bindung des TRA2 Proteins an einen Splicing Enhancer in Exon 4
der dsx pra¨-mRNA, so daß eine stromaufwa¨rts gelegene 3’-Spleißstelle erkannt wird. Das
”
weibliche“
DSX Produkt verhindert die Expression von
”
ma¨nnlichen“ Genen. Das 3’-Ende von Exon 4 hat keine
benachbarte 5’-Spleißstelle. Stattdessen befindet sich dort eine Polyadenylierungsstelle (pA), die fu¨r
die Prozessierung der
”
weiblichen“ mRNA beno¨tigt wird. Es sind jeweils nur die Abschnitte der sxl,
tra und dsx pra¨-mRNAs gezeigt, die alternativ gespleißt werden. (Abbildung nach Chabot (1996),
vera¨ndert)
Dieses Beispiel verdeutlicht, daß das alternative Spleißen von pra¨-mRNA durch die
unterschiedliche Expression der SR-Proteine in verschiedenen Zell- und Gewebetypen ge-
steuert wird (Fu, 1995). Untersuchungen haben ergeben, daß der Spleißfaktor ASF/SF2
und das hnRNP Protein A1 aus dem Menschen in verschiedenen Geweben unterschiedlich
stark exprimiert wird (Hanamura et al., 1998).
Aber nicht nur die Expression der SR-Proteine wird von der Zelle gesteuert, sondern
auch die Aktivita¨t der SR-Proteine wird reguliert: Die SR-Proteine sind Phosphoproteine.
Sie werden an den Serin-Resten der SR-Dipeptide der SR-Doma¨ne phosphoryliert (Col-
will et al., 1996a). In vitro konnte gezeigt werden, daß die Phosphorylierung der SR-
Proteine fu¨r den Ablauf der Spleißreaktion essentiell ist. So ko¨nnen SR-Proteine, deren
SR-Doma¨ne deletiert wurde HeLa S100 Extrakte nicht mehr komplementieren (Cao et al.,
1997). Daru¨ber hinaus wurde gezeigt, daß der Grad der Phosphorylierung u¨ber die Aktivita¨t
der SR-Proteine bestimmt, denn sowohl hypo- als auch hyperphosphorylierte SR-Proteine
hemmen die Spleißreaktion in vitro (Kanopka et al., 1998, Prasad et al., 1999).
Aus dem Menschen wurden mehrere Proteinkinasen isoliert, welche die SR-Dipeptide
von SR-Proteinen in vitro spezifisch phosphorylieren ko¨nnen. Dazu geho¨ren z. B. die Kina-
sen SRPK1 und SRPK2, die Kinase CLK/Sty1 und die Kinasen CLK2 und CLK3 (Colwill
et al., 1996a,b, Duncan et al., 1997, 1998). In vivo spielen sie eine wichtige Rolle bei der
Regulation der subnuklea¨ren Lokalisation der SR-Proteine:
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Die SR-Proteine sind Kernproteine. Sie sind in subnuklea¨ren Strukturen lokalisiert, die
als
”
Nuclear Speckles“ bezeichnet werden (Misteli et al., 1997). Die
”
Nuclear Speckles“
dienen der Zelle vermutlich als Speicherorte fu¨r SR-Proteine und andere Spleißfaktoren.
Bei der ¨Uberexpression der Kinasen SRPK1 und Clk/Sty1 in HeLa Zellen kommt es zur
Auflo¨sung der
”
Nuclear Speckles“, wobei sich die SR-Proteine homogen im Zellkern ver-
teilen (Koizumi et al., 1999, Kuroyanagi et al., 1998).
Die Dephosphorylierung der SR-Proteine hat den gegenteiligen Effekt. Sie wird z. B.
bei der Infektion von HeLa Zellen mit dem Adenovirus beobachtet, und fu¨hrt dazu, daß
sich die SR-Proteine in den
”
Nuclear Speckles“ anha¨ufen und die Spleißreaktion gehemmt
wird (Kanopka et al., 1998). Deshalb wird angenommen, daß die Phosphorylierung ein
Signal ist, das die SR-Proteine aus den Speckles dissoziieren la¨ßt (Gui et al., 1994a,b). Das
zeigt, daß die reversible Phosphorylierung der SR-Proteine ein wichtiger Mechanismus ist,
um die Spleißreaktion zu regulieren.
Eine weitere Mo¨glichkeit der Regulation ist das alternative Spleißen der SR-Proteine.
So wurden z. B. alternativ gespleißte cDNAs der Spleißfaktoren SRp20, SRp40 und
ASF/SF2 isoliert, die fu¨r verku¨rzte Formen dieser Proteine kodieren und nur noch aus den
RNA-Bindungsdoma¨nen bestehen (Du & Taub, 1997, Jumaa & Nielsen, 1997, Popielarz
et al., 1995). Einige dieser Isoformen werden gewebespezifisch exprimiert. Welche Funk-
tion diese verku¨rzten Proteine haben, konnte bisher nicht gekla¨rt werden. Vermutlich hat
das alternative Spleißen der SR-Proteine eine autoregulatorische Funktion, mit deren Hilfe
die Konzentration der SR-Proteine in der Zelle gesteuert wird (Jumaa & Nielsen, 1997).
Diese Beispiele verdeutlichen mit welch großer Komplexita¨t das Spleißen von pra¨-
mRNA in ho¨heren Eukaryonten reguliert wird. Daher wurde die Funktion vieler Spleißfak-
toren hauptsa¨chlich in vitro untersucht, so daß nur wenig u¨ber ihre Funktion in vivo bekannt
ist. Aus diesem Grund hat man damit begonnen, durch die Verwendung von einfachen Mo-
dellorganismen, wie z. B. der Ba¨ckerhefe Saccharomyces cerevisiae, den Spleißapparat
genetisch zu charakterisieren:
Durch die Isolierung von zahlreichen PRP (pre-mRNA processing) Mutanten ist es ge-
lungen viele Spleißfaktoren zu identifizieren, die fu¨r das Spleißen von pra¨-mRNA essenti-
ell sind. Auf diese Weise wurden viele Gemeinsamkeiten aber auch Unterschiede zwischen
dem Spleißapparat von niederen und ho¨heren Eukaryonten aufgedeckt.
Es wird diskutiert, daß diese Differenzen hauptsa¨chlich durch die Struktur der Introns
bedingt sind: Das Genom von S.cerevisiae wurde mittlerweile vollsta¨ndig sequenziert.
Bei der Analyse der Sequenzen wurde festgestellt, daß nur etwa 4 % der ca. 6.000 Ge-
ne von Introns unterbrochen sind. Die Auswertung von 228 Intronsequenzen hat ergeben,
daß die meisten Introns mit der Sequenz AAAG/GTATGTT beginnen, an der Verzwei-
gungsstelle die Sequenz TTTACTAACAA haben, und eine 3’-Spleißstelle mit der Sequenz
AYAG besitzen. Zwischen der Verzweigungsstelle und der 3’-Spleißstelle liegt in den mei-
sten Introns eine pyrimidinreiche Region. Das zeigt, daß die Spleißstellen der Introns von
S.cerevisiae wesentlich sta¨rker konserviert sind als in ho¨heren Eukaryonten. Außerdem
befinden sich die Introns meistens am 5’-Ende der Gene und kommen in der Regel nur ein-
zeln vor. Insgesamt wurden nur vier Gene identifiziert, die zwei Introns enthalten (Spingola
et al., 1999).
Die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe wird ebenfalls als Modellorganismus fu¨r
die Untersuchung des eukaryontischen Spleißapparats verwendet. Bis heute wurden etwa
16 prp Mutanten isoliert, die einen Defekt beim pra¨-mRNA Spleißen zeigen (Potashkin
et al., 1993, Urushiyama et al., 1996). Durch die Komplementierung der temperatursen-
sitiven prp Mutanten konnten bereits einige Gene isoliert werden, die große ¨Ahnlichkeit
mit den Spleißfaktoren aus ho¨heren Eukaryonten haben (Porter et al., 1990, Romfo et al.,
1999).
Etwa 40 % der Gene von S.pombe enthalten Introns, die eine Gro¨ße von durchschnitt-
lich 40–120 bp besitzen. Bei der Untersuchung dieser Introns wurde festgestellt, daß deren
Spleißstellen den Konsensussequenzen der ho¨heren Eukaryonten sehr a¨hnlich sind (Prab-
hala et al., 1992). Sehr viele S.pombe Gene werden von multiplen Introns unterbrochen.
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Der Spleißapparat von S.pombe scheint dem der ho¨heren Eukaryonten sehr a¨hnlich zu sein,
denn es konnte gezeigt werden, daß Sa¨uger-Introns von S.pombe sogar in vivo gespleißt
werden ko¨nnen (Kaeufer et al., 1985).
Daru¨ber hinaus wurden verschiedene Spleißfaktoren identifiziert, die auch in ho¨heren
Eukaryonten eine wichtige Rolle bei der Regulation der Spleißreaktion spielen: So wurde
z. B. durch die Komplementierung eines temperatursensitiven S.pombe Stamms die Se-
rin/Threonin Proteinkinase Prp4 isoliert. Prp4 ist die erste Kinase, der eine Funktion beim
Spleißen von pra¨-mRNA nachgewiesen werden konnte (Alahari et al., 1993, Rosenberg
et al., 1991). In ho¨heren Eukaryonten kommt ein mo¨gliches Homolog dieser Kinase vor,
das in der Lage ist, die RS-Doma¨ne des Spleißfaktors ASF/SF2 in vitro zu phosphorylieren
(Gross et al., 1997).
Auch die Kinase Dsk1 von S.pombe phosphoryliert SR-Proteine: Dies wurde am Bei-
spiel des Spleißfaktors ASF/SF2 und der großen Untereinheit des Spleißfaktors U2AF65
gezeigt (Tang et al., 1998). Die Dsk1 Kinase ist mit den Serin/Threonin Protein Kinasen
SRPK1 und SRPK2 aus dem Menschen verwandt. Doch bisher konnten die in vivo Sub-
strate der Dsk1 und der Prp4 Kinase noch nicht identifiziert werden.
Aus dem Menschen kennt man bis heute neun verschiedene SR-Proteine, die das kon-
stitutive und alternative Spleißen von pra¨-mRNA regulieren (Zahler et al., 1992). Aufgrund
von vergleichenden Untersuchungen von Datenbanksequenzen wurde noch bis vor kurzem
angenommen, daß SR-Proteine nur in vielzelligen Lebewesen vorkommen, aber nicht in
der Hefe vorhanden sind.
Doch die Isolierung des srp1 Gens hat gezeigt, daß in der Spalthefe Schizosaccharo-
myces pombe SR-Proteine vorkommen (Gross et al., 1998). Das srp1 Gen kodiert fu¨r das
erste RNA-bindende Protein mit einer SR-Doma¨ne, das in einem einzelligen Lebewesen
gefunden wurde. Srp1 besteht aus einer aminoterminalen RNA-Bindungsdoma¨ne, einer
RS-Doma¨ne und einer carboxyterminale Doma¨ne von unbekannter Funktion und hat große
¨Ahnlichkeit mit den SR-Proteinen aus dem Menschen. In vivo Untersuchungen haben er-
geben, daß Srp1 in S.pombe am Spleißen von pra¨-mRNA beteiligt ist (Gross et al., 1998).
Die Pra¨senz der Serin/Threonin Proteinkinasen Prp4 und Dsk1 sowie des Spleißfaktors
Srp1 deutet darauf hin, daß das Spleißen von pra¨-mRNA in S.pombe auf a¨hnliche Wei-
se reguliert sein ko¨nnte wie in ho¨heren Eukaryonten. Das macht die Spalthefe zu einem
attraktiven Modellorganismus fu¨r die genetische Untersuchung dieser Spleißfaktoren.
1.1 Ziel dieser Arbeit
Trotz großer Fortschritte bei der Aufkla¨rung der Prozesse, die das Spleißen von pra¨-mRNA
regulieren, ist die Funktion vieler Spleißfaktoren immer noch ungekla¨rt und gibt Anlaß
zu Spekulationen. Insbesondere ist u¨ber die Funktion der SR-Proteine in vivo nur wenig
bekannt.
Die Isolierung von SR-Proteinen aus der Spalthefe ero¨ffnet die Mo¨glichkeit die Funk-
tion dieser Proteine in vivo zu untersuchen. Das ko¨nnte dazu beitragen, die Mechanismen
aufzukla¨ren, mit deren Hilfe das Spleißen von pra¨-mRNA reguliert wird.
Das Ziel dieser Arbeit ist daher die Isolierung von weiteren SR-Proteinen aus der
Spalthefe, um deren Funktion beim Spleißen von pra¨-mRNA in vivo na¨her zu charakte-
risieren.
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2 Material und Methoden
Die in dieser Arbeit beschriebenen Klonierungsarbeiten wurden gema¨ß den Bestimmungen
des Gentechnikgesetzes (GenTG) vom 20.06.90 durchgefu¨hrt.
2.1 Gera¨te
Tab. 2.1: Verwendete Gera¨te
Gera¨te Hersteller
Agarosegel-Apparatur BRL
Autoradiographie Kassetten 13×18, 35×43 Rego
Blockthermostat BT100 Kleinfeldt Labortechnik
Gel-Dokumentation Phase
Geltrockner, Modell 583 Biorad
Gilson Pipetten P10, P20, P200, P1000, P5000 Gilson
Hoch-Vakuumpumpe E2 M5 Edwards
Hybridisierungsofen 400 HY Bachhofer
Ku¨hlzentrifuge RC5C Sorvall
Labormikroskop, Axioplan 2 Zeiss
Labor-Tischzentrifuge Heraeus
Laborzentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus
Magnetru¨hrer Omnilab
Membran-Vakuumpumpe MP18N Saur
Mikromanipulator Singer MSM System Singer
Netzgera¨te Phase
Peristaltik Pumpe LKB P1 Pharmacia
Rotoren: SS34, GSA, GS3, HB4 Sorvall
Reagenzglas-Schu¨ttelgera¨t Infors
Reagenzglas-Schu¨ttelgera¨t, Rotomix Neolab
Reaktionsgefa¨ß Schu¨ttelgera¨t, 2×3 Velp Scientifica
Reaktionsgefa¨ß Schu¨ttelgera¨t, Fastprep FP120 Savant
Sequenzgel-Apparatur Model S2 BRL
Spektralphotometer DU-530 Beckman
Standard Labormikroskop Zeiss
Taumelgera¨t Modell 3012 GFL
Thermostat Modell F10 Julabo
Thermocycler Hybaid MWG-Biotech
Tischzentrifuge Biofuge 13 Heraeus
Tischzentrifuge fresco Heraeus
Vakuumkonzentrator, SpeedVac plus SC110A Savant
Wasserbad Modell U3 Julabo
2.2 Chemikalien
Sofern nicht anders angegeben, wurden Chemikalien vom Reinheitsgrad per analysis oder
in der von den Herstellern gelieferten Qualita¨t
”
fu¨r molekularbiologische Zwecke“ verwen-
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det. Die Chemikalien sind in alphabetischer Reihenfolge in der Tabelle 2.2 aufgelistet.
Tab. 2.2: Verwendete Chemikalien
Bezeichnung Hersteller
α[32P]dATP, 370 MBq/ml, 37 TBq/mmol Hartmann
α[35S]dATP, 370 MBq/ml, 37 TBq/mmol Hartmann
Acrylamid/Bisacrylamid (38 %/2 %) Roth
Adenin Roth
Agar BRL
Agarose Biomol
Ampicillin Sigma
APS Roth
Biotin Merck
Borsa¨ure Roth
Bromphenolblau Merck
BSA Merck
Calciumpantothenat Merck
Chloramphenicol Sigma
Chloroform Roth
DAPI Roth
DEPC Sigma
DTT Merck
EDTA Roth
dNTPs Eurogentec
Essigsa¨ure Roth
Ethidiumbromid Biomol
Ethanol Sonnenberg/Braunschweig
Ficoll 400 Merck
Formaldehyd Roth
Formamid Roth
Glukose Caesar+Loretz, Hilden
Glycerin Merck
Harnstoff Roth
Hefe-Extrakt BRL
Histidin Roth
IPTG PeqLab
Lambda-DNA (HindIII geschnitten) BRL
Leucin Roth
Lithiumacetat Roth
Lithiumchlorid Roth
Lysin Merck
Natriumacetat Roth
Natriumchlorid Roth
Natriumcitrat Roth
Natriumdihydrogenphosphat Roth
Natriumhydrogenphosphat Roth
Natriumhydroxyd Roth
Nicotinsa¨ure Merck
Nucleobond Plasmid Midi Kit Machery&Nagel
Nucleotrap Gel Extraction Kit Machery&Nagel
Nylonmembran Qiagen
PEG 4000 Roth
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Tab. 2.2: Verwendete Chemikalien
Bezeichnung Hersteller
Pepton 140 BRL
Phenol Roth
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (50:48:2) Roth
Polyvinylpyrrolidon Merck
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
QIAquick Nucleotide Removal Kit Qiagen
RNA-image Kit GeneHunter Corp.
Natriumdodecylsulfat Roth
Salzsa¨ure (37 %) Roth
Salmon Sperm-DNA, geschert Roth
Sequenase 2.0 United States Biochemical (USB)
TEMED Roth
Tris Roth
Triton X-100 Roth
Uracil Roth
X-Gal PeqLab
Xylenblau Merck
2.3 Medien
Fu¨r die Kultivierung von S.pombe wurden die folgenden Medien verwendet:
EMM Edinburgh minimal medium
MEA malt extract agar
MMA minimal medium agar
MML minimal medium liquid
YEA yeast extract agar
YEL yeast extract liquid
SSL synthetic sporulation liquid
MMX minimal medium with X-Gal
Die Zusammensetzung dieser Medien ist in Egel (1971), Gutz et al. (1974), Moreno et al.
(1991) und Alfa et al. (1993) beschrieben. Das MMX Medium wurde nach den Angaben
von Guarente (1991) angesetzt.
Zur Kultivierung von auxotrophen Sta¨mmen wurde dem Medium nach Bedarf 150 mg/l
Leucin, 50 mg/l Lysin, 75 mg/l Adenin, 100 mg/l Histidin oder 100 mg/l Uracil zugegeben.
E.coli Sta¨mme wurden in LB (Luria-Bertani) Medium kultiviert (Sambrook et al.,
1989). Zur Selektion von Plasmiden wurde dem Medium Ampicillin (40 mg/l), Chloram-
phenicol (30 mg/l) oder Tetracyclin (15 mg/l) zugegeben. Als Wirt dienten die Sta¨mme
DH5α, XL1-Blue und CJ236. Fu¨r die Identifizierung rekombinanter Klone mit Hilfe der
α-Komplementierung (blau/weiß Selektion) wurde dem Medium 100 µl IPTG (100 mM)
und 50 µl X-Gal Lo¨sung (20 mg/ml in Dimethylformamid gelo¨st) zugegeben.
2.4 Sta¨mme
2.4.1 Verwendete S.pombe Sta¨mme
In der Tabelle 2.3 sind die S.pombe Sta¨mme angegeben, die wa¨hrend dieser Arbeit herge-
stellt oder verwendet worden sind. Die Sta¨mme wurde der Stammsammlung des Instituts
fu¨r Genetik der TU Braunschweig entnommen und leiten sich den von Leupold (Leupold,
1950) beschriebenen Kulturen ab. Der Paarungstyp (PT) der Sta¨mme ist jeweils angegeben
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(h−S , h+N ). Mutationen sind durch die entsprechende Allelbezeichnung gekennzeichnet.
Die Integration von Vektoren in das S.pombe Genom ist durch ein vorangestelltes
”
int::“
angegeben.
Tab. 2.3: S.pombe Sta¨mme
Bezeichnung PT Genotyp
AG8 h−S leu1-32 ura4-294
SL1 h−S leu1-32 ura4-D18 prp4-73ts
SL11 h−S prp4-73ts ura4-294
SL97 h−S leu1-32 ura4-D18 his7-366
HE639 h+N leu1-32 ura4-D18 ade6-M210
HE665 h−S leu1-32 ura4-D18 ade6-M216
L972 h−S
2.4.2 Verwendete E.coli Sta¨mme
Die in der Tabelle 2.4 aufgelisteten Sta¨mme wurden fu¨r Transformationen, die Vermehrung
von Plasmid-DNA und als Wirt fu¨r den Bakteriophagen M13mp19 verwendet.
Tab. 2.4: E.coli Sta¨mme
Stamm Genotyp
DH5αTM F− φ80dlacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) ∆lacU196 deoR recA1
endA1 hsdR17 (rK−,mK+) supE44 λ− thi-1 gyrA96 relA1
XL1-Blue hsdR17 (rK−,mK+) endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 λ−
lac F’[proAB+ lacIqlacZ∆M15 Tn10(tetr)]
CJ236 dut1 ung1 thi-1 relA1 [pCJ105(Camr)]
F’[cat=(pCJ105;M13sCamr)
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2.5 Fu¨r diese Arbeit verwendete Vektoren
2.5.1 pUC18/19
Fu¨r die Herstellung der in dieser Arbeit beschriebenen DNA-Konstrukte und fu¨r die Klonie-
rung von PCR-Produkten wurde der Vektor pUC18/19 verwendet. pUC Vektoren geho¨ren
zu einer Serie von E.coli Klonierungsvektoren von ca. 2,7 kB Gro¨ße. Der Vektor pUC18/19
entha¨lt ein Ampicillin-Resistenzgen, einen Replikationsursprung (ColE1 Ori) und das lacZ’
Gen von E.coli, das in Verbindung mit einem geeigneten E.coli Stamm die Blau/Weiß Se-
lektion (α-Komplementierung) ermo¨glicht (Yanisch-Perron et al., 1985).
XbaI SalI HindIIISphIPstI
pUC18 Polylinker:
ACC ATG ATT ACG AAT TCG AGC TCG GTA CCC GGG GAT CCT
CTA GAG TCG ACC TGC AGG CAT GCA AGC TTG GCA CTG GCC
SmaIKpnISacIEcoRI BamHI
Abb. 2.1: Restriktionskarte des Vektors pUC18/19. Es bedeuten: Amp, Ampicillinresistenzgen; Co-
lE1 Ori, Replikationsursprung; lacZ, lacZ’ Gen von E.coli (α-Peptid); MCS, Multiple Cloning Site;
Es sind nur die Restriktionsschnittstellen angegeben, die nicht mehr als viermal im Vektor vorkom-
men.
2.5.2 pREP Vektoren
Fu¨r die Expression von Genen in S.pombe wurden die Vektoren der pREP Serie verwendet
(Maundrell, 1993). Diese Vektoren enthalten den Promotor und den Terminator des nmt1
Gens aus S.pombe.
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Zur Replikation in S.pombe dient das ars1 Element von S.pombe. In dem Vektor pRIP2
ist dieses Element deletiert (EcoRI Fragment), damit der Vektor durch eine homologe Re-
kombination in das S.pombe Genom integriert werden kann. Dafu¨r kann der Vektor durch
Schneiden mit dem Restriktionsenzym StuI linearisiert werden.
Fu¨r die Selektion in S.pombe entha¨lt der Vektor pREP1 das LEU2 Gen von S.cerevisiae
und der Vektor pREP2 das ura4+ Gen von S.pombe. Das LEU2 Gen kann das leu1-32 Allel
von S.pombe komplementieren. Fu¨r die Vermehrung in E.coli besitzt der Vektor Teile des
Plasmids pUC119.
Um die srp2 cDNA mit dem nmt1 Promotor durch Ligation in die BamHI Schnittstelle
fusionieren zu ko¨nnen, mußte das Leseraster im Polylinker des Vektors angepaßt werden.
Dazu wurde die SalI Schnittstelle mit Hilfe einer Klenow-Polymerase Reaktion aufgefu¨llt.
Dabei wurden die Vektoren pREP1-S* und pREP2-S* erhalten.
Polylinker von pREP1-S*:
CAT ATG TCG ATC GAC TCT AGA GGA TCC CCG GG
NdeI BamHI
Abb. 2.2: Restriktionskarte des Vektors pREP1-S*. Es bedeuten: Pnmt1, nmt1 Promotor; Tnmt1,
nmt1 Terminator; ars1, ars1 Element von S.pombe; LEU2, LEU2 Gen von S.cerevisiae. Das Start-
codon, das nach der Transkription durch den nmt1 Promotor fu¨r die Translation verwendet wird, ist
durch einen Rahmen gekennzeichnet.
14
2.5 Fu¨r diese Arbeit verwendete Vektoren
CAT ATG TCG ATC GAC TCT AGA GGA TCC CCG GG
NdeI BamHI
Polylinker von pREP2-S*:
Abb. 2.3: Restriktionskarte des Vektors pREP2-S*. Es bedeuten: Pnmt1, nmt1 Promotor; Tnmt1,
nmt1 Terminator; ars1, ars1 Element von S.pombe; ura4, ura4 Gen von S.pombe. Das Startcodon,
das nach der Transkription durch den nmt1 Promotor fu¨r die Translation verwendet wird, ist durch
einen Rahmen gekennzeichnet.
2.5.3 pML1
Der Shuttlevektor pML1 wurde aus dem Vektor pREP2 und dem srp2 Promotor hergestellt.
Mit Hilfe einer PCR-Reaktion mit den Oligonukleotiden 5’-ATATCTGCAGTCGATGAA-
ATTATCATCGCC-3’ und 5’-ATATGGATCCCATTTTTTTGGGTAGTTGG-3’ wurde ein
300 bp großer Abschnitt des srp2 Gens amplifiziert. Dieser Abschnitt entha¨lt den srp2
Promotor.
Die beiden Primer haben an ihrem 5’-Ende jeweils die Erkennungssequenzen der Re-
striktionsenzyme PstI (5’-Primer) und BamHI (3’-Primer). Die Sequenz des 3’-Primers
wurde so ausgewa¨hlt, daß das Startcodon (ATG) des srp2 Gens erhalten bleibt. Die Bam-
HI Schnittstelle folgt unmittelbar auf das Startcodon, so daß mit Hilfe dieser Schnittstelle
DNA-Fragmente mit dem Promotor fusioniert werden ko¨nnen.
Nach der PCR-Reaktion wurde das PCR-Produkt aufgereinigt und mit den Restrikti-
onsenzymen PstI und BamHI geschnitten. Anschließend wurde es in den Vektor pUC19
ligiert. Fu¨r die Herstellung des Vektors pML1 wurde der nmt1 Promotor mit Hilfe der Re-
striktionsenzyme PstI und BamHI aus dem Vektor pREP2 entfernt und durch das 300 bp
große PCR-Fragment ersetzt.
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Polylinker von pML1:
BamHI SmaI
3’ ..g ttc ttg gtt gat ggg ttt ttt TAC CCT AGG GGC CC. 5’
5’ ..c aag aac caa cta ccc aaa aaa ATG GGA TCC CCG GG. 3’
Abb. 2.4: Restriktionskarte des Vektors pML1. Der Vektor pML1 wurde aus dem Vektor pREP2 her-
gestellt. Anstelle des nmt1 Promotors von S.pombe entha¨lt der Vektor den srp2 Promotor. Das Start-
codon, das bei der Transkription durch den srp2 Promotor verwendet wird, ist mit einem Rahmen
gekennzeichnet. Unmittelbar auf das Startcodon folgt eine BamHI Schnittstelle, die fu¨r die Fusion
von DNA-Fragmenten mit dem Promotor verwendet werden kann. Es bedeuten: Psrp2, srp2 Pro-
motor; Tnmt1, nmt1 Terminator; ura4, ura4+ Gen von S.pombe; ars1, ars1 Element von S.pombe;
pUC119, Teile des E.coli Vektors pUC119, entha¨lt den ColE1 Origin sowie das β-Lactamase Gen
(Ampicillinresistenz).
Zur Selektion in S.pombe entha¨lt der Vektor das ars1 Element und das ura4+ Gen
von S.pombe. Eine Restriktionskarte des Vektors und des Polylinkers von pML1 ist in der
Abb.2.4 gezeigt.
2.5.4 pTG Vektoren
Die Vektoren der pTG Serie sind eine Reihe von S.pombe Shuttlevektoren, die eine amino-
oder carboxyterminale Fusion eines Proteins mit dem Green Fluorescent Protein (GFP)
ermo¨glichen (Gross, 1997a). Fu¨r die Expression in S.pombe enthalten die Vektoren den
nmt1 Promotor von S.pombe, der durch die Zugabe von Thiamin in das Kulturmedium
reprimiert werden kann. Das GFP ist mit dem nmt1 Promotor fusioniert. Auf das offene
Leseraster des GFP folgt ein Polylinker mit mehreren singula¨ren Restriktionsschnittstellen.
Auf den Polylinker folgt das Terminationselement des ribosomalen Proteingens L29/2 von
S.pombe.
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G AAT TCT GCA GTC GAC GGT ACC GCG GGC CCG GGA TCC 
EcoRI PstI SalI BamHISmaIKpnI
Polylinker von pTG11 und pTG13:
Abb. 2.5: Restriktionskarten der Vektoren pTG11 und pTG13. Es bedeuten: Pnmt1, nmt1 Promotor;
Tl29, Terminator des ribosomalen Proteingens L29/2; ura4, ura4+ Gen von S.pombe; ars1, ars1,
Element von S.pombe; GFP, Green Fluorescent Protein.
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Fu¨r die Selektion in S.pombe entha¨lt der Vektor pTG11 das ars1 Element sowie das
ura4+ Gen von S.pombe. Fu¨r die Selektion in E.coli entha¨lt der Vektor Sequenzen aus dem
Vektor pUC19. Der Vektor pTG13 ist ein Integrationsvektor und kann in das ura4 Gen
integriert werden. Fu¨r die Integration in den ura4 Locus kann der Vektor mit Hilfe der
Restriktionschnittstelle StuI, die sich im ura4 Gen befindet, linearisiert werden.
2.5.5 pJK148
Fu¨r Integration in den leu1 Locus von S.pombe wurde der Shuttlevektor pJK148 verwen-
det. Der Vektor entha¨lt das leu1+ Gen von S.pombe. Fu¨r die Selektion in E.coli entha¨lt
der Vektor ein Ampicillin-Resistenzgen, einen Replikationsursprung (ColE1 Ori) und das
lacZ’ Gen von E.coli, das in Verbindung mit einem geeigneten E.coli Stamm die Blau/Weiß
Selektion (α-Komplementierung) ermo¨glicht. Fu¨r die Integration in den leu1 Locus von
S.pombe kann der Vektor mit Hilfe der Restriktionsschnittstellen NruI, Eco47III, NdeI und
SunI, die im leu1 Gen liegen, linearisiert werden.
CCC CCC CTC GAG GTC GAC GGT ATC GAT AAG CTT GAT ATC
GAA TTC CTG CAG CCC GGG GGA TCC ACT AGT TCT AGA  GCG 
pJK148 Polylinker:
ClaISalI EcoRVHindIII
XbaIBamHIEcoRI
XhoI
PstI SmaI SpeI
Abb. 2.6: Restriktionskarte von pJK148. Es bedeuten: leu1, leu1+ Gen aus S.pombe; lacZ, lacZ
Gen von E.coli; bla, β-Lactamase Gen (Ampicillinresistenz); ori, Replikationsursprung (ColE1) von
E.coli.
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2.6 Verwendete S.pombe Banken
Die srp2 cDNA wurde aus einer S.pombe cDNA Bank der Firma Clontech isoliert. Die
cDNA-Bank wurde aus mRNA von exponentiell wachsenden S.pombe Zellen hergestellt.
Nach den Angaben des Herstellers betra¨gt die Anzahl unabha¨ngiger Ausgangs-Klone 1 ×
107. Die Gro¨ße der cDNA Inserts ist mit 0,4 – 2,5 kb angegeben und betra¨gt im Durchscnitt
1,3 kb. Die cDNAs wurden mit Hilfe der Restriktionsenzyme EcoRI (5’-Ende) und XhoI
(3’-Ende) gerichtet in den Vektor pGAD GH ligiert. Eine Restriktionskarte des Vektors
pGAD GH ist in der Abb.2.7 gezeigt.
pGAD GH Polylinker:
ACC CCA CCA AAC CCA AAA AAA GAG ATC CTA GAA CTA GTG GAT CCC CCG GGC TGC AGG AAT TCG ATA TCA AGC TTA TCG ATA
CGT CGT GAG TGG GAA AAC CCT GAT CTA TGA ATC GTA GAT ACT GAA AAA CCC CGC AAG TTC ACT TCA ACT GTG CAT CGT GCA
CCG TCG ACC TCG AGG GGG GGC CCG GTA CCC AAT TCG CCC TAT AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA CTG GCC GTC GTT TTA CAA
SalI XhoI ApaI KpnI
Gal4 AD
Stop
ClaIHindIIIEcoRVEcoRIPstISmaIBamHISpeI
Abb. 2.7: Restriktionskarte des Vektors pGAD GH. Der Vektor pGAD GH ist fu¨r das Two-Hybrid Sy-
stem konzipiert und entha¨lt die Sequenz der transkriptionsaktivierenden Doma¨ne des GAL4 Gens von
S.cerevisiae. Der Vektor entha¨lt einen Polylinker am Ende des offenen Leserasters der GAL4AD . Fu¨r
die Expression von GAL4-Fusionsproteinen in S.cerevisiae entha¨lt der Vektor den ADH1-Promotor
(PADH1) und Terminator (TADH1) von S.cerevisiae. Fu¨r die Selektion in S.cerevisiae hat der Vektor
den 2µ Origin und das LEU2 Gen aus S.cerevisiae. Fu¨r die Selektion in E.coli entha¨lt der Vektor das
β-Lactamase Gen (Ampicillinresistenz) und den ColE1 Replikationsursprung von E.coli.
Das srp2 Gen wurde aus einer genomischen S.pombe Bank (Barbet et al., 1992) iso-
liert. Die Bank wurde aus chromosomaler S.pombe DNA hergestellt, die partiell mit dem
Restriktionsenzym Sau3A geschnitten worden ist. Die Enden der Fragmente wurden mit
Hilfe einer Klenow-Polymerase-Reaktion partiell aufgefu¨llt. Die Fragmente wurden in die
partiell aufgefu¨llte SalI Schnittstelle des Vektors pUR19 ligiert. Die Bank entha¨lt ca. 30.000
unabha¨ngige Klone. Die durchschnittliche La¨nge der Inserts betra¨gt 3,5 kb. Eine Restrikti-
onskarte des Vektors pUR19 ist in der Abb.2.8 gezeigt.
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XbaI SalI HindIIISphIPstI
ACC ATG ATT ACG AAT TCG AGC TCG GTA CCC GGG GAT CCT
CTA GAG TCG ACC TGC AGG CAT GCA AGC TTG GCA CTG GCC
SmaIKpnISacIEcoRI BamHI
pUR19 Polylinker:
Abb. 2.8: Restriktionskarte des Vektors pUR19. Der Vektor entha¨lt das ura4+ Gen und das ars1
Element von S.pombe. Fu¨r die Selektion in E.coli entha¨lt der Vektor das β-Lactamase Gen (Ampicil-
linresistenz), den ColE1 Replikationsursprung und das lacZ’ Gen von E.coli, das in Verbindung mit
einem geeigneten E.coli Stamm die Blau/Weiß Selektion (α-Komplementierung) ermo¨glicht.
2.7 Methoden zur Untersuchung von S.pombe
2.7.1 Transformation von S.pombe
S.pombe Transformationen wurden nach einem modifizierten Verfahren von Okazaki (Okaz-
aki et al., 1990) durchgefu¨hrt. Fu¨r die Transformation wurden 100 ml EMM mit einer
wachsenden S.pombe Vorkultur angeimpft. Die Kultur wurde solange inkubiert, bis eine
optische Dichte von OD600= 0,6 bis 1,0 erreicht war. Die S.pombe Zellen wurden dann
fu¨r 5 min mit 3.000 Upm zentrifugiert. Der ¨Uberstand wurde verworfen und das Pellet in
50 ml ddH2O gewaschen. Anschließend wurde fu¨r 5 min mit 3.000 Upm zentrifugiert und
das Pellet in 1 ml 0,3 M Lithiumacetat aufgenommen. Darin wurden die Zellen fu¨r 1 h
inkubiert. Der Ansatz wurde alle 10 min leicht geschu¨ttelt, damit die Zellen nicht zu Boden
sinken.
Fu¨r die Transformation wurden jeweils 100 µl Zellen in ein 2 ml Reaktionsgefa¨ß ge-
geben und mit 10 µl Kalbsthymus-DNA (10 mg/ml) gemischt. Fu¨r die Transformation
von Plasmiden mit ars1 Element wurden 0,5–2,0 µg Plasmid-DNA eingesetzt. Fu¨r die In-
tegration von Plasmiden in das S.pombe Genom wurden bis zu 10 µg der linearisierten
Plasmid-DNA verwendet.
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Der Ansatz wurde nun fu¨r 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und ab- und zu geschu¨ttelt.
Anschließend wurde 1 ml 40 % PEG-4000 Lo¨sung (w/v) hinzugegeben und fu¨r weitere
45 min inkubiert. Danach wurde eine Hitzeschock-Behandlung durchgefu¨hrt, indem die
Ansa¨tze fu¨r 15 min in ein Wasserbad mit einer Temperatur von 42 ˚ C gestellt wurden.
Durch Zentrifugieren fu¨r 5 min mit 4.000 Upm wurden die S.pombe Zellen pelletiert
und der ¨Uberstand verworfen. Um das u¨berschu¨ssige PEG-4000 zu entfernen, wurden die
Zellen 2 × mit 1 ml ddH2O gewaschen. Nach der Transformation wurden die Zellen auf
Minimalmedium ausplattiert und fu¨r mehrere Tage bei 25 ˚ C oder 30 ˚ C inkubiert.
2.7.2 Isolierung von DNA aus S.pombe
Fu¨r die Isolierung von chromosomaler DNA wurden aus einer ¨Ubernachtkultur Kultur 10–
20 ml entnommen und fu¨r 5 min mit 3.000 Upm zentrifugiert. Der ¨Uberstand wurde ver-
worfen und das Pellet mit ddH2O gewaschen. Das Pellet wurde in 400 µl Puffer (2 % (v/v)
Triton X-100, 1 % SDS (w/v), 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA)
aufgenommen und in ein 2 ml Reaktionsgefa¨ß mit 0,3 g Glasperlen (Durchmesser 0,5 mm)
und 400 µl PCIA gegeben. Das Gefa¨ß wurde mit ParafilmTM fest verschlossen. Die Zellen
wurden dann mit Hilfe der FastPrep Maschine fu¨r 30 sec mit 4,0 m sec−1 aufgeschlossen.
Dann wurden 400 µl TE Puffer hinzugegeben und gemischt.
Die Zelltru¨mmer wurden fu¨r 15 min mit 13.000 Upm abzentrifugiert. Der ¨Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefa¨ß gegeben und mit PCIA extrahiert. Dieser Schritt wurde
solange wiederholt, bis keine Interphase mehr zu erkennen war. Dann wurde der ¨Uberstand
in ein neues Reaktionsgefa¨ß gegeben. Durch die Zugabe von 2,5 Volumen Ethanol (96 %)
und 1/10 Volumen Natriumacetat wurde die chromosomale DNA gefa¨llt.
Die DNA wurde nun in 400 µl TE aufgenommen und fu¨r 30 min mit 5 µl RNAse A
(10 mg/ml) behandelt. Die RNAse A wurde durch eine PCIA Extraktion aus dem Ansatz
entfernt und die DNA durch eine Ethanolpra¨zipitation gefa¨llt. Mit diesem Verfahren wur-
den aus 30 ml Zellkultur etwa 50 µg chromosomale S.pombe DNA isoliert.
2.7.3 Isolierung von RNA aus S.pombe
Fu¨r die Isolierung von Gesamt-RNA wurden aus einer wachsenden S.pombe Kultur 10–
50 ml entnommen und fu¨r 5 min mit 3.000 Upm zentrifugiert. Der ¨Uberstand wurde ver-
worfen und die Zellen mit 10–50 ml ddH2O gewaschen. Das Pellet wurde dann bei -80 ˚ C
eingefroren.
Um die RNA aus den Zellen zu extrahieren, wurden zu dem auf Eis aufgetauten Pellet
400 µl LETS-Puffer mit 1 % LiDS gegeben (100 mM LiCl, 10 mM Tris-HCl, pH 7,4,
10 mM EDTA, Lithiumsalz in 1 % LiDS). Der Ansatz wurde in ein 2 ml Reaktionsgefa¨ß
(I) mit 0,3 g Glasperlen (Durchmesser 0,5 mm) gegeben und fest verschlossen. Die Proben
wurden dann fu¨r 30 sec mit 4,5 m sec−1 mit Hilfe der FastPra¨p Maschine aufgeschlossen
und sofort auf Eis gestellt. Anschließend wurde der Ansatz mit 400 µl LETS-Puffer (0,2 %
LiDS) gemischt.
Die Proben wurden dann mit 800 µl PCIA vermischt und geschu¨ttelt. Anschließend
wurde fu¨r 10 min in der Ku¨hlzentrifuge mit 13.000 Upm bei 4 ˚ C zentrifugiert. Der ¨Uber-
stand wurde in ein neues Reaktionsgefa¨ß (II) gegeben und erneut mit 800 µl PCIA extra-
hiert. Die aufgeschlossenen Zellen (I) wurden mit 800 µl LETS-Puffer mit 0,2 % LiDS
re-extrahiert. Nun wurde in der Ku¨hlzentrifuge fu¨r 10 min bei 4 ˚ C zentrifugiert.
Der ¨Uberstand aus dem Reaktionsgefa¨ß (II) wurde in ein neues Reaktionsgefa¨ß (III)
gegeben und mit 800 µl PCIA extrahiert. Der ¨Uberstand aus dem Reaktionsgefa¨ß (I) wurde
zur Phenol-Phase vom Reaktionsgefa¨ß (II) gegeben. Die Extraktion der Proben wurde so-
lange fortgesetzt, bis keine Interphase mehr zu erkennen war. Dann wurden die ¨Ubersta¨nde
vereint und die RNA durch Zugabe von 5 ml Ethanol (96 %) und 40 µl 5 M LiCl auf Eis
gefa¨llt. Anschließend wurde fu¨r 20 min mit 13.000× g in der Ku¨hlzentrifuge zentrifugiert.
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Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 400 µl ddH2O auf-
genommen. Durch die Zugabe von 2 ml Ethanol (96 %) und 16 µl LiCl wurde die RNA
erneut gefa¨llt. Nach dem Zentrifugieren wurde das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen und
getrocknet.
Die getrocknete RNA wurde in 50–100 µl ddH2O aufgenommen. Die Konzentration
der RNA wurde anschließend photometrisch bestimmt und auf 3 µg/µl eingestellt.
Pra¨paration von mRNA aus S.pombe
Fu¨r die Pra¨paration von poly(A)+ mRNA aus S.pombe Gesamt-RNA wurde das OligoTex
Kit der Firma Qiagen verwendet. Das OligoTex Kit ist fu¨r die Pra¨paration von bis zu 10 µg
mRNA aus 1 mg Gesamt-RNA geeignet. Die Aufarbeitung der mRNA erfolgte nach der
Vorschrift des Herstellers.
2.7.4 Kreuzungen
Um haploide Sta¨mme zu kreuzen wurden diese auf YEA Medium ausgestrichen und fu¨r
2–3 Tage bei 30 ˚ C inkubiert. Die Zellen wurden dann in 1–2 ml 0,85 % Natriumchlorid
Lo¨sung suspendiert und vermischt. Die Mischung wurde auf MEA Platten getropft und fu¨r
drei Tage bei 25 ˚ C inkubiert. Die Isolierung der Ascoporen fu¨r die Tetradenanalyse erfolg-
te mit einem Singer MSM Mikromanipulator. Fu¨r die Untersuchung von freien Ascosporen,
wurde der Kreuzungsansatz fu¨r 30 min mit 30 % Ethanol behandelt, damit die vegetativen
Zellen abgeto¨tet werden. Die Sporen wurden dann auf YEA Medium ausplattiert.
2.7.5 Herstellung diploider Sta¨mme
Fu¨r die Herstellung von diploiden S.pombe Sta¨mmen wurden stets haploide Sta¨mme mit
den auxotrophen Marken ade6-M210 und ade6-M216 miteinander gekreuzt. Das ade6 Gen
kodiert fu¨r ein Enzym im Adeninstoffwechsel. In haploiden Zellen ha¨uft sich bei einer
Mutation im ade6 Gen ein Zwischenprodukt des Adeninstoffechsels an, das die Zellen rot
fa¨rbt.
Haploide Zellen, die das ade6-M210 Allel haben bilden deshalb dunkelrot gefa¨rbte Ko-
lonien. In haploiden Zellen, die das ade6-M216 Allel besitzen, wird das Zwischenprodukt
nicht so stark in den Zellen angeha¨uft, so daß diese Zellen rosa gefa¨rbte Kolonien bilden.
Diploide Zellen, die heterozygot fu¨r beide Allele sind, bilden weiße Kolonien, weil zwi-
schen den beiden Allelen eine intragene Komplementierung stattfindet. Auf diese Weise
ko¨nnen haploide von diploiden Zellen anhand der Koloniefa¨rbung unterschieden werden.
Fu¨r die Herstellung von diploiden Zellen wurden deshalb zwei haploide Sta¨mme mit
jeweils einem der beiden ade6 Allele auf SPA Medium gekreuzt. Nachdem die Zellen 15
Stunden lang bei 25 ˚ C inkubiert wurden, wurde das Zellmaterial auf MMA Medium aus-
gestrichen. Wenn bei der Kreuzung diploide Sta¨mme mit homozygoten auxotrophen Mar-
ken hergestellt werden sollten, dann wurden dem Medium entsprechende Supplemente hin-
zugefu¨gt.
Ein Teil der diploiden Zygoten wuchs nach ca. drei Tagen bei 30 ˚ C auf dem Minimal-
medium zu Kolonien heran. Diese wurden auf D-MMA Medium (pro Liter: 1,7 g Yeast
Nitrogen Base, 5,0 g (NH4)2SO4, 10,0 g Glukose, 25 g Agar) ausgestrichen und fu¨r zwei
Tage bei 30 ˚ C inkubiert. Die auf diese Weise gewonnenen diploiden Zellen wurden fu¨r
das Gen-Disruption von srp2 verwendet. Dazu wurden die haploiden Sta¨mme mit dem Ge-
notyp h+N leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 (HE665) und h−S leu1-32 ura4-D18 ade6-M216
(HE639) miteinander gekreuzt.
2.7.6 FACS Analyse von S.pombe Kulturen
Die FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorter) von S.pombe Kulturen wurde mit
einem FACS-Calibur Gera¨t der Firma Becton-Dickinson durchgefu¨hrt. Fu¨r die Messung
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wurde die Zellzahl der Proben durch Ausza¨hlen mit Hilfe einer Za¨hlkammer bestimmt und
auf 1 × 107 ml−1 eingestellt. Die Proben wurden anschließend fu¨r 5 min mit 2.500 Upm
zentrifugiert und der ¨Uberstand verworfen. Das Pellet wurde dann in 2 ml eiskaltem H2O
aufgenommen und nochmals fu¨r 5 min mit 2.500 Upm zentrifugiert. Die Zellen wurden
anschließend in 300 µl eiskaltem H2O aufgenommen und dann mit 700 µl 70 % Ethanol
vermischt. Nach dieser Fixierung wurden die Zellen bei -80 ˚ C eingefroren.
Fu¨r die Fa¨rbung der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid wurden die
aufgetauten Zellen mit 1 ml 50 mM Natriumcitrat Lo¨sung (pH 7–8) gewaschen. Nach dem
Zentrifugieren fu¨r 5 min mit 2.500 Upm wurden die Zellen in 500 µl 50 mM Natriumcitrat
Lo¨sung (pH 7–8, mit 1 mg/ml RNAse A) aufgenommen und in ein lichtundurchla¨ssiges
1 ml Reaktionsgefa¨ß gegeben. Zum Abbau der RNA wurden die Zellen fu¨r 3 h bei 37 ˚ C
inkubiert. Anschließend wurden 450 µl 50 mM Natriumcitrat Lo¨sung und 50 µl 50 mM
Natiumcitratlo¨sung mit 200 µg/ml Propidiumiodid zu den Proben gegeben. Die Fa¨rbung
der Zellen erfolgte u¨ber Nacht bei 4 ˚ C. Die FACS Messungen wurden am Tag nach der
Fa¨rbung durchgefu¨hrt.
2.7.7 Indirekte Fluoreszenzmikroskopie und DAPI-Fa¨rbung
Para-Formaldehyd/Sorbitol-Fixierung
Fu¨r die Darstellung von GFP mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie wur-
den die S.pombe Zellen in einer Mischung aus Para-Formaldehyd und Sorbitol fixiert: Dazu
wurden 10 ml einer wachsenden S.pombe Kultur (≥ 3 × 106 Zellen/ml) mit 10 ml 2,4 M
Sorbitol (in EMM Medium gelo¨st) vermischt und fu¨r 5 min bei Raumtemperatur inku-
biert. Danach wurden 1,4 ml Para-Formaldehyd Lo¨sung1 hinzugegeben und der Ansatz fu¨r
30 min geschu¨ttelt.
Die Zellen wurden anschließend fu¨r 5 min mit 3.000 Upm abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in 1 ml PEM (100 mM Pipes, 1 mM EGTA, 1 mM MgSO4, pH 6,9) aufgenom-
men und in ein 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß gegeben. Danach wurden die Zellen fu¨r 4 min mit
13.000 Upm abzentrifugiert. Der ¨Uberstand wurde entfernt und das Pellet erneut in 1 ml
PEM gewaschen.
Nach diesem Schritt wurde das Pellet in 1 ml PEMSZ (1 M Sorbitol in PEM gelo¨st, mit
0,5 mg/ml Zymolyase 100 T) aufgenommen und fu¨r 70 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschließend wurden die Zellen fu¨r 4 min mit 13.000 Upm zentrifugiert.
Der ¨Uberstand wurde entfernt und das Pellet in 1 ml PEMST (1 M Sorbitol in PEM
gelo¨st mit 1 µl Triton-X 100/ml) gewaschen. Anschließend wurden die Zellen 2- bis 3mal
in PEM gewaschen, in 100 µl PEMBAL (1 % BSA – globulin- und fettsa¨urefrei, 0,1 %
NaN3, 0,1 M L-Lysin in PEM gelo¨st) aufgenommen und fu¨r 30–60 min bei Raumtempera-
tur inkubiert.
Para-Formaldehyd/Glutaraldehyd-Fixierung
Fu¨r die Darstellung von GFP und der Mikrotubuli von S.pombe Zellen mit Hilfe der in-
direkten Immunfluoreszenzmikroskopie wurden die Zellen in einer Mischung aus Para-
Formaldehyd und Glutaraldehyd fixiert: 10 ml einer wachsenden S.pombe Kultur (≥ 3 ×
106 Zellen/ml) wurden mit 1,4 ml Para-Formaldehyd Lo¨sung1 vermischt. Danach wurden
40 µl Glutaraldehyd (50 %) hinzugegeben und dieser Ansatz fu¨r 30 min geschu¨ttelt. Die
Zellen wurden anschließend fu¨r 5 min mit 3.000 Upm abzentrifugiert.
Nun wurde das Pellet in 1 ml PEM aufgenommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß
gegeben. Die Zellen wurden fu¨r 4 min mit 13.000 Upm abzentrifugiert, der ¨Uberstand
entfernt und das Pellet erneut in 1 ml PEM gewaschen.
1Fu¨r die Herstellung der Para-Formaldehyd Lo¨sung wurden 3 g Para-Formaldehyd in 10 ml PEM (100 mM
Pipes, 1 mM EGTA, 1 mM MgSO4, pH 6,9) gelo¨st und auf 65 ˚ C erwa¨rmt. Anschließend wurden 20 Tropfen
5 N NaOH hinzugeben und solange bei 65 ˚ C inkubiert, bis die Lo¨sung vollkommen klar geworden ist.
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Nach diesem Schritt wurde das Pellet in 1 ml PEMSZ (1 M Sorbitol in PEM gelo¨st, mit
0,5 mg/ml Zymolyase 100 T) aufgenommen und fu¨r 70 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschließend wurden die Zellen fu¨r 4 min mit 13.000 Upm zentrifugiert, der ¨Uberstand
entfernt und das Pellet in 1 ml PEMST (1 M Sorbitol in PEM gelo¨st mit 1 µl Triton-X
100/ml) gewaschen.
Die Zellen wurden nun in 700 µl einer Lo¨sung aus 5 ml PEM und einer Spatelspitze
Natriumborhydrid suspendiert und darin fu¨r kurze Zeit inkubiert.
Danach wurde fu¨r 4 min mit 13.000 Upm zentrifugiert, der ¨Uberstand entfernt und das
Pellet zuerst mit 1 ml und dann mit 100 µl PEM gewaschen. Anschließend wurden die
Zellen in 100 µl PEMBAL (1 % BSA – globulin- und fettsa¨urefrei, 0,1 % NaN3, 0,1 M
L-Lysin in PEM gelo¨st) aufgenommen und fu¨r 30–60 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Antiko¨rper-Reaktion
Fu¨r die Darstellung des GFP wurden die S.pombe Zellen u¨ber Nacht in 100 µl einer 1:1000
Verdu¨nnung (in PEMBAL) eines polyklonalen GFP-Antiko¨rpers (aus dem Kaninchen, Clon-
tech) inkubiert.
Fu¨r die Darstellung der Mikrotubuli wurde eine 1:80 Verdu¨nnung (in PEMBAL) des
TAT-1 Antiko¨rpers (aus der Maus) verwendet (Woods et al., 1989).
Am na¨chsten Tag wurden die S.pombe Zellen 3mal mit PEMBAL gewaschen und dann
mit 100 µl einer 1:100 Verdu¨nnung des sekunda¨ren Antiko¨rpers u¨ber Nacht inkubiert. Als
sekunda¨rer Antiko¨rper wurde ein FITC markierter Anti-Kaninchen Antiko¨rper aus der Zie-
ge (Sigma) und ein FITC markierter Anti-Maus Antiko¨rper aus dem Schaf (Sigma) ver-
wendet.
Nach der Antiko¨rper-Reaktion wurden die Zellen einmal mit 100 µl PEMBAL und
einmal mit PBS (pro Liter: 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4, pH 7,4)
gewaschen. Dann wurden die Zellen in 40 µl PBS mit 0,1 % NaN3 aufgenommen und
lichtgeschu¨tzt bei 4 ˚ C aufbewahrt.
DAPI-Fa¨rbung
Zur Darstellung des Zellkerns wurden die S.pombe Zellen in 100 µl einer Lo¨sung aus
0,2 µg DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindol) in PBS gefa¨rbt. Dazu wurden die Zellen in der
Lo¨sung suspendiert und sofort wieder abzentrifugiert. Anschließend wurden die S.pombe
Zellen in 40 µl PBS mit 0,1 % NaN3 aufgenommen und lichtgeschu¨tzt bei 4 ˚ C aufbewahrt.
2.7.8 Direkte Fluoreszenz-Mikroskopie
Fu¨r die Darstellung von GFP-Fusionsproteinen in vivo wurden die S.pombe Zellen in Mi-
nimalmedium ohne Thiamin fu¨r 12 bis 16 h kultiviert. Von der Kultur wurden 50 – 100 µl
auf ein mit Concanavalin A Lo¨sung (1 mg/ml) beschichtetes Deckglas gegeben. Nach dem
Absinken der Zellen wurde die u¨berschu¨ssige Flu¨ssigkeit entfernt. Das Deckglas wurde an-
schließend auf einen Objektra¨ger gelegt, auf den zuvor ein Tropfen 1 % (w/v) LM-Agarose
(in EMM gelo¨st) gegeben wurde.
Nach dem Erstarren der Agarose wurden die Pra¨parate mit einem Zeiss Axioplan 2
Fluoreszenz Mikroskop betrachtet. Fu¨r die Darstellung des GFP wurde der Filtersatz
09/487909-0000 verwendet. Die Zellen wurden mit einer Zeiss Axiophot 2 Kamera fo-
tografiert. Fu¨r die Aufnahmen wurde Kodak Elite II 400 Film verwendet.
2.7.9 Messung der β-Galaktosidase Aktivita¨t in S.pombe
Zur Kontrolle der stabilen Integration von Plasmiden, die das lacZ Gen von E.coli ent-
halten, wurden die S.pombe Zellen nach mehrmaliger Deselektion in YEL Medium auf
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MMX Medium gestempelt. Die Integration wurde als
”
stabil“ angesehen, wenn alle Ko-
lonien blau gefa¨rbt waren. Die Integration der Plasmide wurde anschließend durch eine
Southern-Hybridisierung u¨berpru¨ft.
Fu¨r die Messung der β-Galaktosidase Aktivita¨t wurde ein Gesamt-Proteinextrakt aus
den S.pombe Zellen hergestellt. Dazu wurden 50 ml einer Kultur verwendet, die bis zu
einer OD600 von 0,8 gewachsen ist. Die S.pombe Zellen wurden fu¨r 5 min mit 3.000 Upm
abzentrifugiert und mit ddH2O gewaschen.
Das Pellet wurde in 800 µl eiskaltem Z-Puffer (60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4,
10 mM KCl, 1 mM MgSO4, 50 mM Mercaptoethanol, pH 7,0) aufgenommen und in ein
2 ml Reaktionsgefa¨ß gegeben. Nach der Zugabe von 0,3 g Glasperlen wurden die Zellen
mit 4,5 m sec−1 fu¨r 3 × 30 sec mit Hilfe der FastPra¨p Maschine aufgeschlossen. Zwi-
schendurch wurde der Ansatz auf Eis geku¨hlt. Anschließend wurden die Zelltru¨mmer fu¨r
15 min mit 13.000 Upm abzentrifugiert. Der ¨Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefa¨ß
gegeben.
Fu¨r die Messung der β-Galaktosidase Aktivita¨t wurden jeweils 10 µl des Proteinex-
trakts in eine Mischung aus 200 µl ONPG Lo¨sung (4 mg/ml) und 800 µl Z-Puffer gegeben.
Der Umsatz von ONPG wurde durch die Messung der Extinktion bei einer Wellenla¨nge
von 420 nm u¨ber einen Zeitraum von 15 min bestimmt.
Die Umrechnung des Umsatz von ONPG in
”
Miller-Units“ erfolgte nach der Gleichung
Units = (1000 × OD420) × (min ×ml × OD600)−1 (Guarente, 1991). Alle Meßwerte
wurden durch eine Dreifachbestimmung ermittelt und die Standardabweichung berechnet.
2.8 Standard DNA-Methoden
2.8.1 Transformation von E.coli
Die Transformation von E.coli Zellen erfolgte mit Hilfe der Methode von (Brown et al.,
1975). Fu¨r die Herstellung der kompetenten Zellen wurden 100 ml Medium mit 1 ml ei-
ner stationa¨ren E.coli Vorkultur angeimpft. Die 100 ml Kultur wurde solange bei 37 ˚ C
geschu¨ttelt, bis eine OD600 von 0,4 erreicht wurde. Die Kultur wurde dann auf zwei 50 ml
Polypropylen-Ro¨hrchen aufgeteilt und die E.coli Zellen wurden fu¨r 10 min mit 3.000 Upm
bei 4 ˚ C zentrifugiert. Der ¨Uberstand wurde verworfen und zu den Pellets wurden jeweils
20 ml eiskalte 100 mM CaCl2 Lo¨sung gegeben. Darin wurden die E.coli Zellen vorsich-
tig resuspendiert und fu¨r 20 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde fu¨r 10 min mit
3.000 Upm zentrifugiert. Der ¨Uberstand wurde verworfen und die kompetenten E.coli Zel-
len in 10 ml 100 mM CaCl2 Lo¨sung mit 15 % (v/v) Glycerin aufgenommen, in Aliqouts zu
jeweils 450 µl aufgeteilt und bei -80 ˚ C eingefroren.
Fu¨r die Transformation wurden die kompetenten E.coli Zellen auf Eis aufgetaut. Je-
weils 200 µl der kompetenten E.coli Zellen wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß mit
der wa¨ßrigen DNA-Lo¨sung vermischt und fu¨r 40 min auf Eis inkubiert. Anschließend folg-
te eine Hitzeschock-Behandlung. Dazu wurde der Ansatz fu¨r 2 min in einem Wasserbad
mit einer Temperatur von 42 ˚ C inkubiert und danach sofort wieder ins Eis gestellt. Dann
wurde 1 ml LB Medium hinzugegeben und der Ansatz fu¨r 1 h bei 37 ˚ C inkubiert. Nun
wurden die E.coli Zellen fu¨r 5 min mit 5.000 Upm abzentrifugiert, in 100 µl LB Medium
aufgenommen und auf LB Agar mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Die Platten
wurden u¨ber Nacht bei 37 ˚ C inkubiert.
2.8.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli
Plasmid Mini-Pra¨paration
Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli wurde die folgende Methode verwendet (Ga-
termann et al., 1988): Eine 2 ml E.coli ¨Ubernachtkultur wurde in ein 2 ml Reaktionsgefa¨ß
gegeben und fu¨r 2 min mit 13.000 Upm zentrifugiert. Der ¨Uberstand wurde verworfen
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und das Bakterienpellet im restlichen Kulturmedium resuspendiert. Danach wurden 110 µl
STET Puffer hinzugegeben (8 % Saccharose (w/v), 5 % Triton X-100 (v/v), 50 mM Tris-
HCL (pH 8,0), 50 mM EDTA, 0,5 mg/ml Lysozym) und vorsichtig mit den E.coli Zellen
gemischt. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Ansatz fu¨r 2 min in
einem kochenden Wasserbad erwa¨rmt. Anschließend wurden die Zelltru¨mmer durch Zen-
trifugation fu¨r 15 min mit 13.000 Upm abgetrennt. Der ¨Uberstand wird in ein neues Re-
aktionsgefa¨ß gegeben. Durch die Zugabe von 110 µl Isopropanol wurde die Plasmid-DNA
gefa¨llt. Anschließend wurde fu¨r 15 min mit 13.000 Upm zentrifugiert. Das DNA-Pellet
wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und unter Vakuum getrocknet. Die Plasmid-DNA wur-
de anschließend in 50 µl ddH2O gelo¨st.
Plasmid Midi-Pra¨paration
Fu¨r die Isolierung von bis zu 100 µg Plasmid-DNA aus einer E.coli Kultur wurde das
Nucleobond AX100 Kit der Firma Machery & Nagel verwendet. Die Plasmid-DNA wurde
nach der Vorschrift des Herstellers isoliert.
2.8.3 PCIA-Extraktion und Fa¨llung von DNA
Um DNA von Proteinen zu reinigen wurde eine PCIA Extraktion durchgefu¨hrt. Dazu wurde
der wa¨sserigen DNA Lo¨sung 1 Volumen PCIA (Phenol, Chloroform, Isoamylalkohol im
Verha¨ltnis 50:48:2) zugegeben und die beiden Phasen durch starkes Schu¨tteln vermengt.
Nach dem Zentrifugieren fu¨r 15 min mit 13.000 Upm wurde die obere wa¨ßrige Phase in
ein neues Reaktionsgefa¨ß gegeben. Die Extraktion wurde solange wiederholt, bis keine
Interphase mehr zu erkennen war. Die DNA wurde dann durch die Zugabe von 2,5 Volumen
Ethanol (96 %) und 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat gefa¨llt. Die Fa¨llung erfolgte bei
-20 ˚ C fu¨r 1 h. Die DNA wurde anschließend durch Zentrifugieren mit 13.000 Upm fu¨r
15 min bei 4 ˚ C pelletiert, getrocknet und schließlich in ddH2O aufgenommen.
2.8.4 Konzentrationsbestimmung von DNA/RNA
Die Konzentrationbestimmung von Nucleinsa¨uren in wa¨sseriger Lo¨sung erfolgte photo-
metrisch mit einem Beckmann DU-530 Spektralphotometer. Es wurde die Extinktion bei
einer Wellenla¨nge von 260 nm gemessen. Eine Extinktion von E260=1,0 entspricht bei ei-
ner Schichtdicke von 1 cm einer Konzentration von etwa 40 µg/ml ssDNA oder ssRNA
bzw. 50 µg/ml dsDNA.
2.8.5 Spaltung von DNA mit Hilfe von Restriktionsenzymen
Fu¨r die Spaltung doppelstra¨ngiger DNA wurden Restriktionsendonucleasen der Firmen
Gibco-BRL, MBI Fermentas und New England Biolabs (NEB) verwendet. Plasmid-DNA
wurde mit mindestens 1 U Restriktionsenzym pro µg DNA fu¨r 1 h geschnitten. Chromo-
somale S.pombe DNA wurde pro µg mit 5 U Restriktionsendonuclease u¨ber Nacht inku-
biert. Zur Entfernung von RNA wurde den Restriktionsansa¨tzen jeweils 0,1 µl RNAse A
(10 mg/ml) pro 10 µl Ansatz zugegeben. Die Reaktionspuffer und Reaktionstemperaturen
wurden nach Angaben des Herstellers ausgewa¨hlt.
2.8.6 Klenow-Polymerase Reaktion
Um DNA-Fragmente mit
”
blunt ends“ zu erzeugen oder
”
sticky ends“ von DNA-Fragmenten
partiell aufzufu¨llen wurde das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I (Gibco-BRL) ver-
wendet. Aufgrund der 5’-3’ Aktivita¨t der Polymerase ko¨nnen mit dem Klenow-Fragment
nur 5’-u¨berstehende Enden aufgefu¨llt werden. Fu¨r die Reaktion wurden die DNA-Fragmente
fu¨r 30 min bei einer Temperatur von 37 ˚ C mit 1 U pro µg DNA in Gegenwart von jeweils
2,5 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP inkubiert.
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2.8.7 Dephosphorylierung von DNA
Um bei Ligationen die Rezirkularisierung des Vektors zu verhindern, wurden die
5’-Phosphatreste des Vektor-Fragments mit Hilfe von alkalischer Phosphatase (CIAP) ab-
gespalten. Hierfu¨r wurden 1 µg des linearisierten Vektors mit 1 U CIAP fu¨r 45–60 min bei
37 ˚ C behandelt. Die alkalische Phosphatase wurde anschließend durch eine PCIA Extrak-
tion inaktiviert und die DNA durch eine Ethanolfa¨llung pra¨zipitiert.
2.8.8 Ligation von DNA
Fu¨r die Ligation von Vektor- und Fragment-DNA wurde T4-Ligase (Gibco-BRL) verwen-
det. Die Ligation erfolgte in einem Volumen von 10 µl und wurde u¨ber Nacht in einem Was-
serbad bei einer Temperatur von 14,8 ˚ C durchgefu¨hrt. Pro Ligationsansatz wurde 0,1 µg
Vektor-DNA eingesetzt. Die Fragment-DNA wurde in fu¨nf bis zehnfachen molaren ¨Uber-
schuß eingesetzt.
2.8.9 Agarose-Gelelektrophorese
Auftrennung von DNA in Agarosegelen
Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte je nach Gro¨ße der zu trennenden Frag-
mente in 0,7 bis 1,2 % (w/v) Agarosegelen in Gegenwart von 0,5 µg/ml Ethidiumbromid
bei einer Spannung von 100 V fu¨r 1–3 h. Zum Auftragen wurden die DNA-Proben mit 1/6
Volumen Ladepuffer (15 % (w/v) Ficoll 400, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau) versetzt. Als
Laufpuffer wurde 1 × TBE (89 mM Tris-Borat, pH 8,3, 2 mM Na2EDTA) verwendet. Die
Elektrophorese wurde in Gibco-BRL Horizon 58 und Horizon 11 • 14 Elektrophoresekam-
mern durchgefu¨hrt. Als Gro¨ßen-Standard diente mit den Restriktionsenzymen EcoRI und
HindIII geschnittene DNA des Bakteriophagen λ. Dieser Marker entha¨lt Fragmente mit ei-
ner La¨nge von 21.226, 5.148, 4.973, 4.268, 3.530, 2.027, 1.904, 1.584, 1.375, 947, 831, 564
und 125 bp. Bei der Auftrennung von DNA-Fragmenten, die kleiner als 1 kb sind wurde
100 bp Marker der Firma MBI-Fermentas verwendet. Der Marker entha¨lt DNA-Fragmente
einer La¨nge von 3.000, 2.000, 1.500, 1.200, 1.031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200
und 100 bp.
Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
DNA-Fragmente wurden aus Agarosegelen mit Hilfe des Nucleotrap Kits der Firma Ma-
chery & Nagel isoliert. Die DNA wird dabei in Gegenwart von hohen Salz- und Ethanol-
konzentrationen an oberfla¨chenbehandelte Silikatpartikel gebunden und kann mit H2O oder
TE eluiert werden. Die DNA wurde nach dem Protokoll des Herstellers aus den Agarose-
gelen eluiert.
Auftrennung von RNA in Agarosegelen
RNA wurde in denaturierenden formaldehydhaltigen Agarosegelen aufgetrennt. Fu¨r die
Herstellung der Gele wurden 1,125 g Agarose in 62,5 ml ddH2O mit 750 µl 1 M NaH2PO4
Puffer (pH 6,5) durch Aufkochen gelo¨st. Nach dem Abku¨hlen der Lo¨sung auf 60 ˚ C wur-
den 6 µl Ethidiumbromid (5 mg/ml) und 12,5 ml Formaldehyd (37 %) zugegeben. Die
Mischung wurde dann auf einen 14 × 11 cm großen Geltra¨ger gegeben. Das Gel wurde
nach dem Erstarren mit Laufpuffer (10 mM NaH2PO4, pH 6,5) u¨berschichtet.
Zum Auftragen wurden 15 µg RNA mit 15 µl Denaturierungspuffer (250 µl Formamid,
75 µl Formaldehyd (37 %), 5 µl 10 mM NaH2PO4, pH 6,5 und 45 µl ddH2O) gemischt und
fu¨r 15 min bei 50 ˚ C im Heizblock denaturiert. Die Proben wurden anschließend auf Eis
gestellt und mit 3 µl Probenpuffer (3,8 ml Glycerin 87 % (v/v) mit 300 µl 1 M NaH2PO4,
pH 6,5 und 25 mg Bromphenolblau) versetzt.
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Die RNA wurde bei einer Spannung von 100 V fu¨r 4–6 h aufgetrennt. Als Elektropho-
resepuffer wurde 10 mM NaH2PO4 (pH 6,5) verwendet. Der Puffer wurde wa¨hrend der
Elektrophorese mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe von der Kathode (–) zur Anode (+)
gepumpt, damit der pH-Wert des Puffers stabil bleibt.
2.8.10 Koloniehybridisierung
Die Koloniehybridisierungen wurde nach einem modifizierten Verfahren von Grunstein &
Hogness (1975) durchgefu¨hrt. Um eine Menge von 2.000 transformierten E.coli pro Petri-
schale zu erzielen, wurde eine Probetransformation mit verschiedenen Verdu¨nnungen der
verwendeten Bank durchgefu¨hrt, um die Menge der dafu¨r erforderlichen Plasmid-DNA zu
bestimmen. Die transformierten E.coli Zellen wurden auf LB Medium mit 40 µg/ml Am-
picillin ausplattiert und u¨ber Nacht bei 37 ˚ C inkubiert.
Am na¨chsten Tag wurden die E.coli Kolonien auf Nylonfilter u¨bertragen. Die Filter
werden dazu auf die Agaroberfla¨che gelegt. Die Position der Filter auf der Agaroberfla¨che
wurde durch unsymmetrisches Einstechen mit einer sterilen Kanu¨le markiert. Das Filter
wurde dann mit Hilfe einer Pinzette abgezogen und mit der Kolonieseite nach oben fu¨r
5 min auf ein mit 10 % (w/v) SDS-Lo¨sung durchtra¨nktes Whatman 3MM Filterpapier
gelegt.
Um u¨berschu¨ssige SDS-Lo¨sung zu entfernen wurde das Filter kurz auf trockenes What-
man 3MM Papier gelegt. Danach wurde die DNA der lysierten E.coli Zellen auf dem Filter
fixiert. Dazu wurde das Filter auf ein mit Southern I Lo¨sung (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl)
getra¨nktes Whatman 3MM Papier gelegt und fu¨r 5 min inkubiert. Anschließend wird das
Filter fu¨r 15 min auf ein mit Southern II Lo¨sung (0,5 M Tris-HCL, pH 7,4, 1,5 M NaCl)
getra¨nktes Whatman 3MM Papier gelegt. Auf dem Filter verbliebene Zelltru¨mmer wurden
dann durch Waschen in 2× SSC Lo¨sung entfernt (20× SSC: 3 M NaCl, 0,3 M Trinatrium-
citrat, pH 7,0). Nach dem Trocknen wurden die Filter fu¨r 2 h bei 80 ˚ C im Trockenschrank
gebacken, um die DNA kovalent auf der Membran zu fixieren.
2.8.11 PCR – Polymerase Chain Reaction
Enzyme und Reaktionsbedingungen
Fu¨r diese Arbeit wurden zwei verschiedene thermostabile DNA-Polymerasen verwendet:
Mit der Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus (Stratagene) wurden DNA-Abschnitte
amplifiziert, die fu¨r die Herstellung von Konstrukten dienten, die in S.pombe exprimiert
werden sollten. Die Pfu-Polymerase hat eine
”
proof-reading“ Aktivita¨t und zeichnet sich
durch eine besonders geringe Fehlerrate aus. Alle anderen PCR-Reaktionen wurden mit
Pro-HA Polymerase (Eurogentec) durchgefu¨hrt.
Sofern nicht anders angegeben, wurden die PCR-Reaktionen in einem Volumen von
100 µl durchgefu¨hrt. Von den Polymerasen wurden jeweils 2,5 Units pro Reaktion verwen-
det.
Synthese von Primern und deren Aufreinigung
Die Synthese der Primer fu¨r die PCR erfolgte mit einem LKB Gene Assembler Plus nach
dem Phosphoamidit-Verfahren. Bei diesem Verfahren wird das Oligonukleotid nach der
Synthese mit Hilfe von NH3 vom Tra¨germaterial abgespalten. Das Ammoniak wurde durch
eine Butanolfa¨llung entfernt. Dazu wurde das in NH3 gelo¨ste Oligonukleotid mit 9 Volu-
men 1-Butanol gemischt. Das Pra¨zipitat wird durch Zentrifugieren fu¨r 20 min mit 13.000
× g pelletiert. Der ¨Uberstand wird verworfen und und das Pellet mit 10 ml 96 % Ethanol
gewaschen und anschließend getrocknet. Nach dem Aufnehmen in 500 µl ddH2O wurde
die Konzentration photometrisch bestimmt.
Die Konzentration von Primern fu¨r die PCR wurde auf 25 pmol/µl eingestellt. Primer
fu¨r die Sequenzierung wurden mit ddH2O auf eine Konzentration von 1 pmol/µl verdu¨nnt.
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Ein Teil der in dieser Arbeit verwendeten Primer wurde von der Firma Metabion be-
zogen. Sofern dies fu¨r die Durchfu¨hrung der Experimente relevant war, sind diese Primer
gesondert gekennzeichnet.
Verwendete PCR-Primer
Die in dieser Arbeit verwendeten PCR-Primer sind in der Tab.2.5 aufgelistet. Die Sequen-
zen sind jeweils von 5’- zum 3’-Ende angegeben. Das 5’-Ende der Primer entha¨lt die Se-
quenz ATAT, die von der Erkennungssequenz (GGATCC) fu¨r das Restriktionsenzym Bam-
HI gefolgt wird (Linker). Die Primer Srp2 RBD2 5’, Srp2 RRD 5’, Srp2 RBD1 3’ und
Srp1 RBD1 5’ wurden zusa¨tzlich mit der Erkennungssequenz fu¨r das Restriktionsenzym
PstI (CTGCAG) ausgestattet.
Tab. 2.5: Tabelle der verwendeten PCR-Primer
Bezeichnung Sequenz
OL74 5’-ATATGGATCCAGAGAAAGTGCTGCTTCTAA-3’
OL75 5’-ATATGGATCCTTACCATTCAGCAGCGACCT-3’
Srp2 5’ 5’-ATATGGATCCATGTCGGAGACTAGATTGTTTG-3’
Srp2 3’ 5’-ATATGGATCCTTAAGAAGCAGCACTTTCTCTAAAG-3’
Srp2 RBD1 3’ 5’-ATATGGATCCCTGCAGAGAAGCAGCACTTTCTCTAAAG-3’
Srp2 RBD2 5’ 5’-ATATGGATCCCTGCAGAAATACCCCCGTCCCCGTCGC-3’
Srp2 RBD2 3’ 5’-ATATGGATCCTTAACGACGGCGAGCAGGTGG-3’
Srp2 RRD 5’ 5’-ATATGGATCCCTGCAGGATGCCGCTAATGAGCCCCTT-3’
Primer A 5’-ATATGGATCCTTAACGACGGCGAGCAGGTGG-3’
Primer B 5’-ATATGGATCCGCGTGCAATGCCAAATCGCC-3’
I6 5’ 5’-ATATGGATCCTGTGATAGTGGCGATTTGGC-3’
I6 3’ 5’-ATATGGATCCTGTGATAGTGGCGATTTGGC-3’
pML1 3’ 5’-ATATGGATCCATTTTTTTGGGTAGTTGG-3’
pML1 5’ 5’-ATATCTGCAGTCGATGAAATTATCATCGCC-3’
Srp1 RBD1 5’ 5’-ATATGGATCCCTGCAGTAGCCGTCCAGAATCTCCG-3’
Srp1 RBD1 3’ 5’-ATATGGATCCATGAGTCGCAGAAGCCTTCGTACCC-3’
Exon 7 3’ 5’-ATATGGATCCGTCGACTCCACAATCAAACGGAAACCGG-3’
∆GAA 5’ 5’-ATATGGATCCCTCGAGTTTAGAGAAAGTGCTGCTTCT-
-AAG-3’
∆GAA 3’ 5’-ATATGGATCCCTCGAGGCGAGCAGGTTCTACAACAAT-
-AC-3’
Aufreinigung von PCR-Produkten
Die Aufreinigung von PCR-Produkten, die in Vektoren ligiert oder als Sonde verwendet
werden sollten, erfolgte mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits der Firma Qiagen.
Die Aufreinigung der Produkte erfolgte gema¨ß den Angaben des Herstellers.
Wenn die Produkte nur in einem Agarosegel aufgetrennt werden sollten, wurde nur das
Paraffin- ¨Ol abgetrennt und das Produkt durch eine Ethanolfa¨llung gereinigt.
RT-PCR
Die RT-PCR Reaktionen wurden mit Hilfe von Combiscript Polymerase (PAN Systems)
durchgefu¨hrt. Diese thermostabile DNA-Polymerase wurde aus dem Bakterium Thermus
thermophilus isoliert. Tth Polymerase hat in Gegenwart von Mn2+ Ionen Reverse Tran-
skriptase Aktivita¨t und in Gegenwart von Mg2+ Ionen DNA-Polymerase Aktivita¨t.
Fu¨r die reverse Transkription wurden ca. 250 ng S.pombe mRNA, 2 µl 10 × NH4
Reaktionspuffer, 2 µl dNTP Mix (2,5 mM), 4 µl 3’-Primer (25 pmol/µl), 2 µl MnCl2 in
einem du¨nnwandigen 0,5 ml Reaktionsgefa¨ß gemischt und mit ddH2O auf ein Volumen
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von 19,5 µl eingestellt. Der Ansatz wurde fu¨r 5 min bei 65 ˚ C inkubiert und dann auf 37 ˚ C
abgeku¨hlt. Nach Zugabe von 0,5 µl Combiscript Polymerase (2,5 U) wurde der Ansatz fu¨r
30 min bei 65 ˚ C inkubiert.
Fu¨r die PCR-Reaktion wurden dem Ansatz anschließend 16 µl 5 × Chelating Buffer,
3 µl 50 mM MgCl2 und 4 µl 5’-Primer (25 pmol/µl) zugegeben und mit ddH2O auf ein
Volumen von 100 µl eingestellt. Nach dem ¨Uberschichten mit 50 µl Paraffin- ¨Ol wurde die
PCR Reaktion durchgefu¨hrt, bestehend aus 40 Zyklen der folgenden Schritte: 20 sec De-
naturierung bei 95 ˚ C, 30 sec Annealing bei 55 bis 60 ˚ C und 1 min Primer-Extension bei
72 ˚ C. Die PCR-Produkte wurden anschließend gefa¨llt und in einem Agarosegel aufge-
trennt.
2.8.12 Nukleinsa¨ure Hybridisierung
Transfer von DNA auf Nylonmembran (Southern)
Der Transfer von DNA auf eine Nylonmembran erfolgte nach dem Saugdruckverfahren von
Southern (1975). Nach der Gelelektophorese wurde das Agarosegel fu¨r 30 min in 120 mM
HCl geschwenkt. Durch die Salzsa¨ure wird die DNA depuriniert und es werden Einzel-
strangbru¨che in der DNA erzeugt, was den Transfer von großen DNA Fragmenten auf die
Membran erleichtert. Danach wurde die DNA denaturiert, indem das Gel fu¨r 30 min in
Southern I Lo¨sung (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) geschwenkt wurde. Anschließend wurde
das Gel fu¨r 30 min in Southern II Lo¨sung (0,5 M Tris-HCL, pH 7,4, 1,5 M NaCl) inkubiert.
Der Transfer der DNA auf die Nylonmembran erfolgte nach dem gleichen Verfahren,
das im na¨chsten Abschnitt fu¨r den Transfer von RNA beschrieben ist.
Transfer von RNA auf Nylonmembran (Northern)
Der Transfer und die Fixierung von RNA auf eine Membran wird als Northern-Blot be-
zeichnet. Die RNA wurde dazu in einem denaturierendem Agarosegel aufgetrennt. Der
Transfer der RNA auf die Membran erfolgte mit Hilfe der folgenden Apparatur:
Eine Glasplatte wurde auf eine Plastikschale gelegt, in der sich 20 × SSC (3 M NaCl,
0,3 M Trinatriumcitrat, pH 7,0) befinden. Auf die Glasplatte wurden zwei Lagen Whatman
1 mm Papier gelegt, und zwar so, daß die beiden Enden des Papiers in das 20 × SSC
tauchten und als
”
Docht“ wirken konnten.
Das Agarosegel wurde auf dem Whatmanpapier plaziert und die Nylonmembran auf
das Gel gelegt. Auf die Membran wurden 3 Lagen mit 20 × SSC getra¨nkten Whatman
3MM Papier, 3 Lagen trockenes Whatman 3MM und mehrere Lagen saugfa¨higes Papier
gelegt. Zuletzt wurde der Aufbau mit einem Gewicht beschwert. Der Transfer der RNA auf
die Membran erfolgte u¨ber Nacht. Am na¨chsten Tag wurde die Membran getrocknet und
die RNA auf der Nylonmembran kovalent fixiert. Dazu wurde die Membran fu¨r 2 h bei
80 ˚ C im Trockenschrank gebacken.
Radioaktive Markierung von DNA
DNA-Fragmente wurden mit dem Amersham Multiprime DNA Labeling System
(RP1601Z) nach dem Protokoll des Herstellers mit α[32P]dCTP markiert. Die Markierung
erfolgt nach der Random Priming Methode, bei der Hexanukleotide mit zufa¨lliger Sequenz
an die denaturierte DNA angelagert werden und als Primer fu¨r das Klenow-Fragment der
DNA-Polymerase I von E.coli dienen.
Fu¨r die Markierung wurden bis zu 100 ng DNA in einem Volumen von 28 µl eingesetzt.
Die DNA wurde in einem kochenden Wasserbad fu¨r 5 min denaturiert und anschließend in
einem Eisbad abgeku¨hlt. Dann wurden 10 µl Reaktionspuffer, 5 µl Primer (Gemisch aus
Hexanukleotiden und BSA), 5 µl α[32P]dCTP und 2 µl Klenow-Polymerase (2 U) hin-
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fu¨r 60 min bei 37 ˚ C in einem Heizblock inku-
biert. Die nicht eingebauten Nukleotide wurden mit dem QIAquick Nucleotide Removal
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Kit (Qiagen) von der markierten DNA getrennt. Fu¨r die Hybridisierung wurde die Sonde
fu¨r 5 min in einem kochendem Wasserbad denaturiert.
Hybridisierung von DNA und RNA
Die Nylonmembran mit der fixierten DNA oder RNA wurde zuna¨chst in einer Lo¨sung aus
6 × SSC, 0,2 % Ficoll, 0,2 % Polyvinylpyrrolidon, 0,2 % BSA, 1 % SDS und 0,1 mg/ml
denaturierter Kalbs-Thymus-DNA fu¨r 3 h im Wasserbad bei 42 ˚ C inkubiert. Dann wurde
die Nylonmembran in eine Lo¨sung aus 6 × SSC, 1 % SDS, 0,1 mg/ml Kalbs-Thymus-
DNA, 30–50 % Formamid und der radioaktiv markierten DNA-Probe gegeben und darin
u¨ber Nacht inkubiert. Am na¨chsten Tag wurde unspezifisch an der Membran gebundene
Sonde durch Waschen in 10 – 0,1 × SSC mit 0,2 % SDS entfernt.Die Membran wurde
anschließend getrocknet und in einer Autoradiographiekassette bei -80 ˚ C fu¨r 1 bis 3 Tage
auf einem Ro¨ntgenfilm exponiert.
Autoradiographie
Fu¨r die Detektion von radioaktiv markierten DNA-Fragmenten wurden Kodak X-OMATTM
AR Filme verwendet. Southern- und Northern Blots wurden je nach Aktivita¨t fu¨r 24 bis 72 h
auf dem Ro¨ntgenfilm exponiert.
2.8.13 DNA Sequenzierung
Denaturierung doppelstra¨ngiger DNA
Die Sequenzierung von doppelstra¨ngiger DNA erfolgte mit dem Sequenase 2.0 Kit (Uni-
ted States Biochemical) nach dem Kettenabbruchverfahren von Sanger et al. (1977). Die
doppelstra¨ngige DNA wurde durch alkalische Denaturierung und eine anschließende Etha-
nolfa¨llung fu¨r die Sequenzierung vorbereitet. Dazu wurden bis zu 5 µg Plasmid DNA mit
4 µl 1 N NaOH und 1,6 µl 25 mM EDTA Lo¨sung gemischt und mit ddH2O auf ein Volumen
von 24 µl gebracht. Der Ansatz wurde nun fu¨r 30 min in einem Wasserbad bei 37 ˚ C in-
kubiert. Dann wurde die DNA durch Zugabe von 2 µl 3 M Natriumacetat Lo¨sung (pH 5,0)
und 60 µl 96 % Ethanol u¨ber Nacht bei -20 ˚ C gefa¨llt. Nach dem Zentrifugieren fu¨r 15 min
mit 13.000 Upm bei 4 ˚ C wurde die DNA mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in
7 µl ddH2O gelo¨st.
Sequenzreaktion nach Sanger
Zu der DNA Lo¨sung wurde nun 1 µl Primer (1 pmol/µl) und 2 µl Reaktions-Puffer ge-
geben. Der Ansatz wurde in einem Wasserbad auf eine Temperatur von 65 ˚ C erwa¨rmt.
Zum Anlagern des Primers an die einzelstra¨ngige DNA wurde das Wasserbad langsam auf
eine Temperatur von 25 ˚ C abgeku¨hlt. Danach wurde der Ansatz in ein Eisbad gestellt und
1 µl 0,1 M DTT Lo¨sung sowie 2 µl 1 × Labeling-Mix (1,5 µM dGTP, dCTP und dTTP)
hinzugegeben.
Durch die Zugabe von 0,5 µl α[35S]dATP und 2 µl Sequenase (1:8 in 10 mM Tris-
HCl pH 7,5, 5 mM DTT, 0,5 mg/ml BSA verdu¨nnt) wurde die Labeling Reaktion gestartet.
Nach 2 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Gemisch auf vier Reaktionsgefa¨ße
aufgeteilt, in die zuvor jeweils 2,5 µl Terminationsmix (80 µM ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP in 50 mM NaCl) gegeben wurden. Anschließend wurden die vier Ansa¨tze fu¨r 5 min
bei 37 ˚ C inkubiert. Durch die Zugabe von jeweils 5 µl Stop-Mix (95 % Formamid, 20 mM
EDTA, 0,05 % Bromphenolblau, 0,05 % Xylencyanol-FF) wurde die Reaktion beendet.
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Auftrennung im Polyacrylamidgel
Die Produkte der Sequenzreaktion wurden mit einer Sequenzgelapparatur der Firma Gibco-
BRL (S20) aufgetrennt. Die Auftrennung der DNA erfolgte in einem 0,4 mm dicken 6%igen
Polyacrylamidgel mit 6 M Harnstoff. Das Gel wurde aus 55 g Harnstoff, 10 ml 10 × TBE,
15 ml 40 % Acrylamid-Stammlo¨sung und 30 ml ddH2O hergestellt. Um die Polymerisati-
on des Gels zu starten wurden 630 µl 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat-Lo¨sung und 28 µl
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (Temed) hinzugegeben.
Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel fu¨r 2 min bei 80 ˚ C denatu-
riert. Die Auftrennung der Proben erfolgte fu¨r 1,5-6 h bei einer Spannung von 1800-2500 V
und 60 Watt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel auf Whatman 3 MM Papier getrock-
net und in einer Autoradiographie-Kassette fu¨r 1-3 Tage bei -80 ˚ C auf einem Ro¨ntgenfilm
exponiert.
Primer fu¨r die Sequenzierung des srp2 Gens
Die Sequenzierprimer, die fu¨r die Sequenzierung des srp2 Gens und der srp2 cDNA ver-
wendet wurden sind in der Tab.2.6 angegeben.
Tab. 2.6: Oligonukleotide fu¨r die Sequenzierung von srp2
Bezeichnung Sequenz
L026 5’-TCGCGAGTCGCTTGAGG-3’
U148 5’-ACGCTCGCGATGCTCGT-3’
L148 5’-ACGAGCATCGCGAGCGT-3’
U164 5’-TACGGTCAAATCCTTGATTGC-3’
L259 5’-TGCGACGGGGACGGGGG-3’
L464 5’-TCCTTCAGGTCCTGCCAACTG-3’
U691 5’-CCGTCGTGGTGGTCGCG-3’
L872 5’-TCATGGGAAGGGCGTCC-3’
U1290 5’-TCCTTTGTCTGTGATGTATTTGA-3’
pGAD424 3’ 5’-GAGATGGTGCACGATCG-3’
pUC18 Universe 5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’
pUC18 Reverse 3’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’
2.9 Isolierung der Doma¨nen von Srp1 und Srp2 mit Hilfe der PCR
Die einzelnen Doma¨nen von srp1 und srp2 wurden mit Hilfe der Primer isoliert, die in
der Tabelle 2.5 angegeben sind. Die Primer wurden in den folgenden Kombinationen ver-
wendet: Die erste RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 wurde mit Hilfe der Primer Srp2 5’ und
Srp2 RBD1 3’ isoliert. Fu¨r die Isolierung der ersten und der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne
wurden die Primer Srp2 5’ und Srp2 RBD2 2’ und fu¨r die argininreiche Doma¨ne die Primer
Srp2 RRD 5’ und Srp2 3’ verwendet. Die RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 wurde mit den
Primern Srp1 RBD1 5’ und Srp1 RBD1 3’ isoliert.
Fu¨r die PCR-Reaktionen wurde Pfu Polymerase verwendet, um die Anzahl von PCR-
Fehlern zu reduzieren. Sa¨mtliche PCR-Produkte wurden nach der Amplifikation mit dem
QIAquick PCR-Purification Kit aufgereinigt, mit dem Restriktionsenzym BamHI geschnit-
ten und in den Vektor pUC19 ligiert. Nach der Ligation wurden die PCR-Produkte sequen-
ziert, um sie auf Fehler zu u¨berpru¨fen.
Fu¨r die Deletion der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 wurde die erste RNA-
Bindungsdoma¨ne von Srp2 mit der argininreichen Doma¨ne fusioniert. Zu diesem Zweck
wurden die 5’-Enden der Primer zusa¨tzlich mit der Erkennungssequenz fu¨r das Restrikti-
onsenzym PstI ausgestattet. Die PstI Schnittstellen wurden verwendet um das 3’-Ende der
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Abb. 2.9: Schematische Darstellung der Isolierung der Doma¨nen von Srp1 und Srp2 mit Hilfe der
PCR. Die Position der dabei verwendeten PCR-Primer ist relativ zur Aminosa¨uresequenz angege-
ben. Die Primer wurden mit BamHI-Linkern (B) versehen, damit die PCR-Produkte in den Vek-
tor pUC19 ligiert werden konnten. Die PstI Schnittstelle (P) wurde fu¨r die Fusion der ersten RNA-
Bindungsdoma¨ne von Srp2 mit der argininreichen Doma¨ne (RRD) und der RNA-Bindungsdoma¨ne
von Srp1 (schraffiert) mit der RBD2 und der RRD von Srp2 verwendet.
RBD1 und das 5’-Ende der argininreichen Doma¨ne von Srp2 miteinander zu verbinden.
Nach der gleichen Vorgehensweise wurde die RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 mit der
zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne und der argininreichen Doma¨ne von Srp2 verbunden.
2.10 Fusion des srp2 Gens mit dem lacZ Gen von E.coli
Fu¨r die Fusion des srp2 Gens mit dem lacZ Gen von E.coli wurden die folgenden Ab-
schnitte des srp2 Gens amplifiziert: Mit dem Primerpaar Srp2 5’ und Exon7 3’, wurde
die Region vom Startcodon bis zum Exon 7 (740 bp) des srp2 Gens isoliert. Die Primer
waren mit BamHI Linkern versehen, so daß das PCR-Produkt in die BamHI Schnittstelle
des Vektors pUC19 ligiert werden konnte. Dabei wurde der Vektor pUC19-E1E7 erhalten
(Abb.2.10).
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Abb. 2.10: Schematische Darstellung der PCR-Reaktionen fu¨r die Fusion von srp2 mit dem lacZ Gen
von E.coli. Die Primer wurden mit BamHI Linkern versehen (B), damit die PCR-Produkte in den
Vektor pUC19 ligiert werden konnten. Fu¨r die Fusion mit dem lacZ Gen entha¨lt der Primer Exon7 3’
eine SalI Schnittstelle (S). Die purinreiche Sequenz in Exon 6 ist durch ein schwarzes Rechteck
symbolisiert. Zur Deletion der purinreichen Sequenz wurden die Primer ∆GAA 5’ und ∆GAA 3’
verwendet. Diese Primer enthalten eine Schnittstelle fu¨r das Restriktionsenzym XhoI (X), mit dessen
Hilfe die PCR-Produkte aus der Region vor und hinter der purinreichen Sequenz zusammengefu¨gt
wurden.
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Mit dem Primerpaar Srp2 5’ und ∆GAA 3’ wurde die Region vom Startcodon bis
zum Beginn der purinreichen Sequenz in Exon 6 amplifiziert (Position 464). Mit dem Pri-
merpaar ∆GAA 5’ und dem Primer Exon7 3’ wurde der Abschnitt isoliert, der auf die
purinreiche Sequenz in Exon 6 folgt (Position 485-740). Diese PCR-Produkte wurden in
den Vektor pUC19 ligiert und mit Hilfe der XhoI Schnittstelle der Primer ∆GAA 3’ und
∆GAA 5’ miteinander verbunden. Dabei wurde der Vektor pUC19-E1E7∆GAA erhalten.
Auf diese Weise wurde die purinreiche Sequenz in Exon 6 deletiert (Abb.2.10).
Die BamHI Fragmente aus den Vektoren pUC19-E1E7 und pUC19E1E7∆GAA wur-
den nun in den Vektor pRIP2-S* umkloniert. Dabei wurden die Vektoren pRIP2-S*-E1E7
und pRIP2-S*-E1E7∆GAA erhalten. Aus dem Vektor pUCK D4 lacZ L29-2 (Witt, 1993)
wurde nun ein 3.087 bp großes BamHI Fragment des lacZ Gens von E.coli isoliert und in
den Vektor pRIP2 ligiert. Dieser Vektor wurde pRIP2-LacZ genannt (Abb.2.11).
Fu¨r die Fusion mit dem lacZ Gen wurde aus den Vektoren pRIP2-S*-E1E7 und pRIP2-
S*-E1E7∆GAA ein 2.000 kb großes PstI/SalI Fragment isoliert und in den Vektor pRIP2-
LacZ ligiert. Die auf diese Weise erstellten Konstrukte sind in der Abb.2.11 gezeigt.
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Abb. 2.11: Schematische Darstellung der Fusion des srp2 Gens mit dem lacZ Gen von E.coli. Die
fu¨r die Fusion mit dem lacZ Gen relevanten Restriktionsschnittstellen sind jeweils angegeben. Alle
Konstruktionen sind mit dem nmt1 Promotor von S.pombe fusioniert. Die SalI* Schnittstelle, die auf
den nmt1 Promotor folgt, stammt aus dem pRIP2-S* Vektor und wurde zur Korrektur des Leserasters
mit Hilfe einer Klenow-Polymerase-Reaktion aufgefu¨llt (siehe S.15).
2.11 Gerichtete Mutagenese der srp2 cDNA
Zur Erzeugung von Mutationen in der srp2 cDNA wurde das MutaGene M13 in vitro Mu-
tagenese Kit 2.0 der Firma Biorad verwendet. Das Kit ermo¨glicht die gezielte Mutagenese
einer DNA-Sequenz mit Hilfe des Bakteriophagen M13 nach dem Verfahren von Kunkel
et al. (1987). Die Mutagenese wurde nach der Vorschrift des Herstellers durchgefu¨hrt.
Fu¨r die Mutagenese wurde die srp2 cDNA in die BamHI Schnittstelle des Vektors
M13mp19 ligiert. Nach der Ligation lag das offene Laseraster der srp2 cDNA in der Orien-
tierung von HindIII (ATG) nach EcoRI (TAA) im Vektor vor. Die Oligonukleotide wurden
deshalb vom nicht-kodierenden Strang der cDNA Sequenz abgleitet.
Die Sequenzen der Oligonukleotide wurden so ausgewa¨hlt, daß durch die Mutagene-
se neue Restriktionsschnittstellen in der srp2 cDNA entstehen, damit sich die Mutationen
leichter nachweisen lassen. Die Sequenzen und Restriktionsschnittstellen der Oligonukleo-
tide sind in der Tabelle 2.7 angegeben.
Die Oligonukleotide wurden einzeln oder in Kombination verwendet, um Doppelmu-
tationen zu erzeugen. Fu¨r die Mutagenese der 14 Tyrosine, die sich in der argininreichen
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2.12 Differential Display
Doma¨ne von Srp2 befinden wurden die Oligonukleotide Y1–Y4, Y5–Y8, Y9–Y11 und
Y12–Y14 miteinander kombiniert. Die Sequenzen der mutierten cDNAs wurden durch ei-
ne Sequenzierung u¨berpru¨ft. Nach der Mutagenese wurden die mutierten cDNAs in die
BamHI Schnittstelle des Vektors pUC18/19 umkloniert.
Tab. 2.7: Oligonukleotide fu¨r die Mutagenese der srp2 cDNA
Bezeichnung Sequenz
RBD1* 5’-ACGATATCTTGAACATTTTGAAC-3’ HpaI
RBD2* 5’-TACGCATTACATTCCGCACGTTCTG-3’ PstI
SR1* 5’-ACGTCTAGGAGCAGGTGCCCGGGCA-3’ SmaI
SR2* 5’-TGGAGCACGTCGACGGAAGCGGGC-3’ SalI
Y1–Y4 5’-TTCATCATCTCTGCCGGGACGAAAAGCG- NruI
TCGCGACGGAAATCGCCTCCTCTACGAAAATC-3’
Y5–Y8 5’-TCTAAACTCATCGCGACCACCACGACGA- EcoRI
AATTCATCACGATTATTACGCCTGAATTCA-3’
Y9–Y11 5’-TCCAGGGCGAAATTCATCACCTCTAGGA- SalI
CGACGAAACTCATCATCATGAGGTCGACGAAA-3’
Y12–Y14 5’-AGGACTACGGCTAAACGCGTCACGTCGA- MluI
AACTCATCATCATGGGAAGGGCGTCCATCATC-3’
2.12 Differential Display
Fu¨r die Untersuchung von RNA Proben mit Hilfe des Differential Display wurde das
RNAimageTM Kit von der Firma GenHunter verwendet. Die Durchfu¨hrung des Differen-
tial Display erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die fu¨r die Anwendung dieses Kits
erforderlichen Vera¨nderungen sind im folgenden Abschnitt beschrieben.
2.12.1 DNAse I Behandlung von RNA-Proben
Fu¨r die DD-RTPCR Reaktion wurde die aus den S.pombe Zellen isolierte Gesamt-RNA
durch eine DNase I Behandlung von chromosomaler S.pombe DNA befreit, die durch den
Aufschluß der Zellen mit Glasperlen in die RNA-Proben gelangt ist. Die Reinigung der
Gesamt-RNA erfolgte mit dem GenHunter Message-CleanTM Kit. Es wurden bis zu 50 µg
Gesamt-RNA in einer Reaktion aufgereinigt.
Die Aufreinigung der Gesamt-RNA erfolgte in einem Volumen von 50 µl. Dazu wurden
16 µl RNA (3 µg/µl) mit 5,7 µl 10 × Reaktionspuffer und 34 µl H2O gemischt. Anschlie-
ßend wurde 1 µl DNase I (10 U/µl) hinzugegeben und fu¨r 60 min bei 37 ˚ C inkubiert.
Anschließend wurden 40 µl Phenol/Chloroform hinzugegeben und gemischt. Der An-
satz wurde nun fu¨r 10 min auf Eis inkubiert und 5 min bei 4 ˚ C mit 13.000 Upm zentri-
fugiert. Die wa¨sserige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefa¨ß gegeben und mit 200 µl
96 % Ethanol und 5 µl 3 M Natriumacetat gefa¨llt (mindestens 1 h bei -80 ˚ C). Dann wurde
fu¨r 20 min mit 13.000 Upm bei 4 ˚ C zentrifugiert. Der ¨Uberstand wurde nun vorsichtig
entfernt und das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen. Die RNA wurde im Vakuumkonzen-
trator getrocknet und anschließend in 30 µl DEPC-dH2O aufgenommen. Die Konzentration
wurde auf 1 µg/µl eingestellt und die RNA in Aliquots zu je 3 µg bei -80 ˚ C eingefroren.
Nach der DNase I Behandlung wurde u¨berpru¨ft, ob die RNA intakt geblieben ist. Dazu
wurden jeweils 2-3 µg auf ein denaturierendes Agarosegel aufgetragen und aufgetrennt.
2.12.2 Reverse Transkription der Gesamt-RNA
Die reverse Transkription der Gesamt-RNA wurde in einem Reaktionsvolumen von 20 µl
mit Hilfe von MMLV Reverser Transkriptase durchgefu¨hrt. Dazu wurden in einem du¨nn-
wandigen 0,5 ml Reaktionsgefa¨ß 9,4 µl ddH2O, 4 µl 5 × RT-Reaktionspuffer, 1,6 µl
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250 mM dNTP Lo¨sung, 2 µl S.pombe RNA (DNA-frei, 0,1 µg/µl, frisch verdu¨nnt) und
2 µl (2 µM) des jeweiligen H-T11M Primers vermischt.
Das Gemisch wurde nun fu¨r 5 min bei 65 ˚ C denaturiert. Der Ansatz wurde abgeku¨hlt
und fu¨r das Annealing der Primer fu¨r 10 min bei 37 ˚ C inkubiert. Anschließend wurden
1 µl (100 U/µl) der MMLV Reverse Transkriptase hinzugegeben und der Ansatz fu¨r weitere
50 min bei 37 ˚ C inkubiert. Um die MMLV Reverse Transkriptase zu inaktivieren wurden
die Proben anschließend fu¨r 5 min auf 75 ˚ C erwa¨rmt. Die Proben wurden danach direkt
fu¨r die PCR verwendet oder fu¨r spa¨tere PCR-Reaktionen bei -80 ˚ C eingefroren.
2.12.3 DDRT-PCR Reaktion
Fu¨r die DD-PCR Reaktionen wurde Pro-HA Polymerase von der Firma Eurogentec ver-
wendet. Fu¨r die Amplifizierung von DNA-Fragmenten mit 3 Primer-Paar Kombinationen
von 8 H-AP Primern zufa¨llig ausgewa¨hlter Sequenz wurde eine Mischung aus 88 µl ddH2O
20 µl 10 × Pro-HA Polymerase Reaktionspuffer, 16 µl dNTP Lo¨sung (25 mM), 20 µl H-
T11M Primer (2 µM), 20 µl revers transkribierte S.pombe RNA, 12 µl MgCl2 (25 mM), 2 µl
α-[32P]dATP(2.000 Ci/mmol) und 2 µl Pro-HA Polymerase hergestellt. Zu je 18 µl dieser
Mischung wurde je ein HA-P Primer gegeben. Die Ansa¨tze wurden mit 25 µl Paraffin- ¨Ol
u¨berschichtet.
Fu¨r die PCR wurden die Proben zuna¨chst fu¨r 2 min bei 94 ˚ C denaturiert. Anschließend
folgten 40 Zyklen bestehend aus: 2 min Denaturierung bei 94 ˚ C, 30 sec. Annealing bei
40 ˚ C und 30 sec. Primer-Extension bei 72 ˚ C. Danach wurden die Proben noch einmal fu¨r
5 min bei 72 ˚ C inkubiert.
Die PCR Produkte wurden in einem 6 % Polyacrylamidgel aufgetrennt. Dazu wurden
jeweils 3,5 µl des PCR-Produkts mit 2 µl Ladepuffer vermischt, fu¨r 2 min bei 80 ˚ C im
Wasserbad denaturiert und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde fu¨r 3,5 h
bei 60 W (1.700 V) durchgefu¨hrt, solange bis die Xylenblau Bande das Ende des Gels
erreicht hatte. Das Gel wurde anschließend auf ein Whatman 3MM Filterpapier gelegt und
bei 80 ˚ C getrocknet. Das Gel wurde dann fu¨r 4–8 h auf einem Ro¨ntgenfilm exponiert.
2.12.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Polyacrylamidgelen
Um PCR-Produkte aus Polyacrylamidgelen zu isolieren, wurde das folgende Protokoll an-
gewendet: Zuna¨chst wurde die Bande mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und
in ein 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß gegeben. Dann wurden 100 µl H2O hinzugeben und der An-
satz fu¨r 10 min bei RT inkubiert. Das Reaktionsgefa¨ß wurde nun sehr dicht mit ParafilmTM
verschlossen und fu¨r 15 min in ein kochendes Wasserbad gegeben. Nach dem Abku¨hlen
wurde fu¨r 2 min mit 13.000 Upm zentrifugiert und der ¨Uberstand in ein neues Reaktions-
gefa¨ß gegeben. Um die eluierte DNA zu fa¨llen wurden 450 µl 96 % Ethanol, 10 µl NaOAc
pH 5,0 und 5 µl Glycogen (10 mg/ml) hinzugeben und der Ansatz fu¨r 1 h bei -80 ˚ C in-
kubiert. Danach wurde die DNA fu¨r 20 min in der Ku¨hlzentrifuge bei 4 ˚ C mit 13.000
Upm zentrifugiert. Nach dem Entfernen des ¨Uberstands wurde das Pellet mit 85 % Ethanol
gewaschen und getrocknet. Das Pellet wurde in 10 µl ddH2O aufgenommen.
Fu¨r die Reamplifizierung des PCR-Produkts wurden jeweils 4 µl des Eluats mit 18,2 µl
dH2O, 4 µl 10× Pro-HA Polymerase Reaktionspuffer, 3,2 µl dNTP (250 µM), 4,0 µl H-AP
Primer (2 µM), 4,0 µl H-T11M (2 µM), 2,4 µl MgCl2 (25 mM) und 0,2 µl Pro-HA Poly-
merase (Eurogentec) vermischt. Der Ansatz wurde mit 40,0 µl Paraffin- ¨Ol u¨berschichtet.
Fu¨r die Amplifizierung des eluierten DNA-Fragments wurden die gleichen Bedingungen
gewa¨hlt wie fu¨r die DD-PCR Reaktion.
2.12.5 Sequenzen der Oligonukleotide fu¨r die DDRT-PCR
Die DDRT-PCR Reaktionen wurden mit den in der Tab.2.8 aufgefu¨hrten Oligonukleoti-
den durchgefu¨hrt. Die Primer enthalten an ihrem 5’-Ende die Erkennungssequenz fu¨r das
Restriktionsenzym HindIII.
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Tab. 2.8: Sequenzen der Oligonukleotide fu¨r die DDRT-PCR
Bezeichnung Sequenz
H-AP1 5’-AAGCTTGATTGCC-3’
H-AP2 5’-AAGCTTCGACTGT-3’
H-AP3 5’-AAGCTTTGGTCAG-3’
H-AP4 5’-AAGCTTCTCAACG-3’
H-AP5 5’-AAGCTTAGTAGGC-3’
H-AP6 5’-AAGCTTGCACCAT-3’
H-AP7 5’-AAGCTTAACGAGG-3’
H-AP8 5’-AAGCTTTTACCGC-3’
H-AP9 5’-AAGCTTCATTCCG-3’
H-AP10 5’-AAGCTTCCACGTA-3’
H-AP11 5’-AAGCTTCGGGTAA-3’
H-AP12 5’-AAGCTTGAGTGCT-3’
H-AP13 5’-AAGCTTCGGCATA-3’
H-AP14 5’-AAGCTTGGAGCTT-3’
H-AP15 5’-AAGCTTACGCAAC-3’
H-AP16 5’-AAGCTTTAGAGCG-3’
H-T11G 5’-AAGCTTTTTTTTTTTG-3’
H-T11A 5’-AAGCTTTTTTTTTTTA-3’
H-T11C 5’-AAGCTTTTTTTTTTTC-3’
2.13 Computerunterstu¨tzte Methoden
Die Analyse von Nukleinsa¨ure- und Aminosa¨uresequenzen erfolgte mit dem Wisconsin
GCG Package2, Version 8.1 fu¨r Digital Unix (DEC OSF/1 V2.0).
Der Vergleich von Nukleinsa¨ure- und Aminosa¨uresequenzen wurde mit dem Programm
Blast 2.03 (Altschul et al., 1990) durchgefu¨hrt. Es wurde die GenBank Datenbank sowie
die Datenbank des S.pombe Sequencing Projects (PomBase) durchsucht, die am National
Center for Biotechnology Information (NCBI)4 und am Sanger Centre5 zuga¨nglich sind.
Zum Vergleich von kurzen Peptidsequenzen mit der GenBank Datenbank wurde das
Programm PeptideSearch am European Molecular Biology Laboratory (EMBL)6 einge-
setzt. Die Introns von S.pombe Genen wurden mit Hilfe des Programms Pombe (Chen &
Zhang, 1998) identifiziert.
Der multiple Vergleich von Proteinsequenzen wurden mit dem Programm ClustalX
1.6b7 durchgefu¨hrt. Die graphische Darstellung der Alignments erfolgte mit dem Pro-
gramm BoxShade 3.31C8.
Die 3dimensionale Struktur von Proteinen wurde aus den Eintra¨gen der Brookhaven
PDB-Datenbank9 mit Hilfe der Programme Molscript V2.0.210 und Raster3D V2.4j11 be-
rechnet (Kraulis, 1991, Merritt & Bacon, 1997).
2http://www.gcg.com
3http://www.ncbi.nlm.nih.gov
4http://www.ncbi.nlm.nih.gov
5http://www.sanger.ac.uk
6http://www.mann.embl-heidelberg.de/Services/PeptideSearch/PeptideSearchIntro.html
7http://www-igbmc.u-strasbg.fr/BioInfo/ClustalX/Top.html
8http://www.ch.embnet.org
9http://www.rcsb.org/pdb/
10http://www.avatar.se/molscript/
11http://www.bmsc.washington.edu/raster3d/raster3d.html
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3.1 Isolierung von SR-Proteinen aus S.pombe
In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob in der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe
außer dem srp1 Gen weitere Gene vorkommen, die fu¨r SR-Proteine kodieren. Diese Gene
sollten isoliert und ihre Funktion in vivo charakterisiert werden.
Die SR-Proteine sind RNA-bindende Proteine. Sie bestehen aus ein oder zwei ami-
noterminalen RNA-Bindungsdoma¨nen und einer carboxyterminalen Doma¨ne, die reich an
SR-Dipeptiden ist. In der Abb.3.1 ist ein Vergleich von fu¨nf SR-Proteinen aus dem Men-
schen dargestellt, die zwei RNA-Bindungsdoma¨nen enthalten.
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Abb. 3.1: Sequenzvergleich von SR-Proteinen aus dem Menschen, die zwei RNA-Bindungsdoma¨nen
enthalten. Es sind nur die RNA-Bindungsdoma¨nen gezeigt. Die RBDs sind durch Linien markiert.
Das RNP-2 und das RNP-1 Motiv ist grau gekennzeichnet. Die Signatursequenzen der SR-Proteine
EFEDXRDA und SWQDLKD sind angegeben. Die Sequenzen wurden aus den folgenden Ein-
tra¨gen der SwissProt Datenbank entnommen: SRp30c, SP#Q13242; SRp40, SP#Q13243; SRp55,
SP#Q13247; SRp75, SP#Q08170; ASF/SF2 SP#Q07955.
Die RNA-bindenden Doma¨nen der SR-Proteine bestehen aus ca. 80 Aminosa¨uren und
haben ein RNA-Erkennungs-Motiv (RRM, RNA-recognition motif), das sich aus zwei kur-
zen Sequenzen zusammensetzt, die als RNP-1 und RNP-2 Motiv bezeichnet werden. Diese
Sequenzmotive enthalten aromatische Aminosa¨uren, die fu¨r die Wechselwirkung mit der
RNA beno¨tigt werden und deshalb in allen RNA-bindenden Proteinen gut konserviert sind
(Birney et al., 1993).
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Des weiteren haben die RNA-Bindungsdoma¨nen von SR-Proteinen zwei typische Si-
gnatursequenzen: In der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne folgt auf das RNP-1 Motiv die Se-
quenz EFEDXRDA. In der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne befindet sich das Sequenzmo-
tiv SWQDLKD. Es ist in allen SR-Proteinen mit zwei RNA-Bindungsdoma¨nen konserviert
und absolut invariabel (Abb.3.1). Welche Bedeutung diese Sequenzen fu¨r die Funktion der
SR-Proteine haben ist jedoch nicht bekannt.
3.1.1 Isolierung der srp2 cDNA
Um weitere SR-Proteine von S.pombe zu finden, wurden verschiedene Datenbanken nach
Proteinsequenzen durchsucht, die das SWQDLKD Motiv enthalten. Die Suche wurde mit
dem Programm PeptideSearch1 durchgefu¨hrt. Dabei wurde eine partielle cDNA Sequenz
von S.pombe gefunden, die in der GenBank Datenbank unter der Nummer #D89163 einge-
tragen ist.
Das offene Leseraster dieser cDNA kodiert fu¨r ein Protein von 361 Aminosa¨uren, dem
der aminoterminale Teil fehlt. Dieses Proteins hat viele Gemeinsamkeiten mit den SR-
Proteinen aus dem Menschen: Der aminoterminale Teil der Sequenz besteht aus zwei RNA-
Bindungsdoma¨nen, in denen das RNP-1 und RNP-2 Sequenzmotiv vorkommt (Abb.3.2).
In den RNA-Bindungsdoma¨nen sind die Sequenzen EVEDARDAR und SWQDLKD ent-
halten. Wie der Sequenzvergleich in der (Abb.3.1) zeigt, stimmen in den RNA-Bindungs-
doma¨nen ca. 51 % der Aminosa¨uren dieses Proteins mit dem SR-Protein SRp40 u¨berein.
Auf die beiden RNA-Bindungsdoma¨nen folgt eine carboxyterminale Doma¨ne, die aus
etwa 180 Aminosa¨uren besteht und sehr argininreich ist (Abb.3.2, RRD). Am Anfang und
am Ende dieser Doma¨ne befinden sich zwei kurze RS-Dipeptid Elemente, die aus einer
Abfolge von mehreren SR-Dipeptiden bestehen (Abb.3.2, SR1 und SR2).
Zwischen den SR-Elementen liegt eine Region aus ca. 100 Aminosa¨uren, in der sich
die Sequenz DEYRR elfmal wiederholt (Abb.3.2, unterstrichen). Darin unterscheidet sich
dieses Protein von einem typischen SR-Protein, denn in den carboxyterminalen Doma¨nen
der SR-Proteine aus dem Menschen kommen wesentlich mehr RS-Dipeptide vor.
Weil dies das zweite Protein der Spalthefe ist, das den SR-Proteinen von ho¨heren Eu-
karyonten a¨hnelt, wurde es Srp2 genannt.
Mit Hilfe einer PCR-Reaktion wurde ein Teil von Srp2 aus einer cDNA Bank isoliert.
Dafu¨r wurden die Primer OL74 und OL75 verwendet, die am Beginn der zweiten RNA-
Bindungsdoma¨ne und am Stopcodon des offenen Leserasters der srp2 cDNA binden. Beide
Primer haben einen Linker mit der Erkennungssequenz fu¨r das Restriktionsenzym BamHI
(s. Material und Methoden S.29).
Es wurde ein 860 bp großes PCR-Produkt erhalten, das aufgereinigt und in die BamHI
Schnittstelle des Vektors pUC19 ligiert wurde. Das PCR-Produkt wurde als Sonde fu¨r eine
Koloniehybridisierung verwendet, um die vollsta¨ndige cDNA aus der Bank zu isolieren.
Dafu¨r wurden ca. 50.000 E.coli Transformanten ausplattiert.
Es wurden zehn E.coli Kolonien gefunden, deren Plasmide mit der Sonde hybridisier-
ten. Die Plasmide wurden aus den E.coli Zellen isoliert und mit den Restriktionsenzymen
EcoRI und XhoI geschnitten um die Gro¨ße der Inserts zu bestimmen. Fu¨nf der isolierten
Plasmide hatten ein 1.200 bp großes Insert.
Eines dieser Inserts wurde mit Primern sequenziert, die von der partiellen cDNA Se-
quenz aus der Datenbank abgeleitet wurden. Das offene Leseraster dieses Inserts ist 1.098
bp lang und kodiert fu¨r ein Protein von 40 kDa, das aus 365 Aminosa¨uren besteht. Die
daraus abgeleitete Proteinsequenz ist in der Abb.3.2 gezeigt.
1http://www.mann.embl-heidelberg.de/Services/PeptideSearch/PeptideSearchIntro.html
40
3.1 Isolierung von SR-Proteinen aus S.pombe
Abb. 3.2: Abgeleitete Proteinsequenz der srp2 cDNA. Die RNA-Bindungsdoma¨nen sind mit Lini-
en markiert (RBD1 und RBD2). Die Signatursequenzen der RBD1 (RNP-1 und RNP-2) sind grau
schattiert. Die SR-Dipeptid Elemente der argininreichen Doma¨ne (RRD) sind fett gedruckt und das
Sequenzmotiv DEYRR ist unterstrichen. Der in der GenBank unter der Nummer #:D89163 einge-
tragenen Sequenz fehlt der aminoterminale Teil. Die hier gezeigte Proteinsequenz wurde von der
vollsta¨ndigen srp2 cDNA abgeleitet.
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3.1.2 Isolierung des srp2 Gens
Das srp2 Gen wurde mit Hilfe einer Koloniehybridisierung isoliert. Dazu wurden etwa
50.000 E.coli Transformanten ausplattiert, die mit einer genomischen S.pombe Bank (Bar-
bet et al., 1992) transformiert waren. Als Sonde wurde die gesamte srp2 cDNA verwendet.
Es wurden sechs E.coli Kolonien gefunden, deren Plasmide mit der Sonde hybridi-
sierten. Diese wurden isoliert und mit den Restriktionsenzymen EcoRI, HindIII, NruI und
EcoRV geschnitten, um die Inserts zu kartieren. Die Restriktionskarten der Inserts sind in
der Abb.3.3 gezeigt.
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Abb. 3.3: Restriktionskarten der Inserts der Plasmide, die aus der genomischen S.pombe Bank isoliert
wurden. Es bedeuten: EI = EcoRI, EV = EcoRV, H = HindIII, N = NruI. Die Restriktionsschnittstellen
EcoRI und HindIII am Beginn und am Ende der Inserts sind Bestandteil des Polylinkers vom Vektor
pUR19. Die Gro¨ße der Inserts ist in kb angegeben. Das srp2 Gen ist durch eine verdickte Linie
eingezeichnet.
In der srp2 cDNA Sequenz kommen insgesamt drei Schnittstellen fu¨r das Restrikti-
onsenzym NruI vor. Diese liegen im offenen Leseraster der cDNA und sind 50, 142 und
715 Nukleotide vom Startcodon entfernt. Weil die genomischen Fragmente der Plasmide
mit den Nummern 2, 5, 7 und 11 (Abb.3.3) drei NruI Schnittstellen haben, enthalten diese
Plasmide vermutlich das vollsta¨ndige srp2 Gen.
3.1.3 Das srp2 Gen besteht aus 10 Exons und 9 Introns
Das 3,3 kb große Insert aus dem Plasmid mit der Nummer 2 (Abb.3.3) wurde in den Vektor
pUC19 ligiert. Dazu wurden Restriktionsschnittstellen aus dem pUR19 Polylinker (BamHI
und HindIII) verwendet. Das Insert wurde mit Primern sequenziert, die aus der cDNA
Sequenz abgeleitet wurden. Um zu bestimmen ob das srp2 Gen Introns entha¨lt, wurde
die genomische Sequenz mit der cDNA Sequenz verglichen.
Es wurden neun Introns gefunden, die das offene Leseraster des srp2 Gens unterbre-
chen. Die La¨nge der Introns variiert von 40 – 190 bp. Die Struktur des srp2 Gens ist in
der Abb.3.4 wiedergegeben. Die Spleißstellen der Introns entsprechen weitgehend den aus
S.pombe bekannten Konsensussequenzen (Prabhala et al., 1992). Sie sind in der Tabelle
3.1 angegeben. Wie der Vergleich der Sequenzen zeigt, sind wie in den Introns der ho¨her-
en Eukaryonten nur die ersten (GT) und letzten (AG) beiden Nukleotide der 5’- und 3’-
Spleißstellen vollsta¨ndig konserviert.
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Abb. 3.4: Schematische Darstellung der Exon/Intron-Struktur des srp2 Gens. Introns sind als Linien,
Exons als Rechtecke gezeichnet. Die La¨nge der Introns und Exons ist in Basenpaaren angegeben. Das
offene Leseraster des srp2 Gens ist von 9 Introns unterbrochen und erstreckt sich u¨ber einen Bereich
von 1.716 bp.
Tab. 3.1: Positionen und Sequenzen der Spleißstellen im srp2 Gen aus S.pombe.
5’ Pos. 3’ Pos. BP Pos. Abstand
ag/GTTGTA 399 TTAG/cgac 442 TTAAC 428 12
ag/GTAAAT 529 GTAG/gttg 554 CTAAC 571 11
tg/GTACGT 622 TTAG/actt 661 CTAAC 650 8
tc/GTATGC 668 AAAG/aggg 719 CTAAT 703 13
cg/GTAAGT 745 GAAG/tatt 793 CTAAT 781 9
aa/GTACGT 863 TCAG/atac 1052 CTAAC 1041 8
ag/GTAAGA 1123 ATAG/gacc 1210 TTAAC 1195 12
gg/GTAAGT 1285 GCAG/tgtt 1328 CTAAC 1314 11
ct/GTAAGC 1429 GCAG/gatg 1483 CTAAC 1470 10
/GTANGT TAG/ CTAAY
5’, 5’-Spleißstelle; Pos., Position in der Sequenz; 3’, 3’-Spleißstelle; BP, Branch Point; Abstand, Ab-
stand der 3’-Spleißstelle zum BP. Die Konsensus-Sequenzen der Spleißstellen stehen in der letzten
Zeile der Tabelle. Die Positionen sind in Basenpaaren angegeben und beziehen sich auf die genomi-
sche Sequenz von srp2 (s. Anhang S.97).
3.2 Gene-Disruption von srp2
3.2.1 Herstellung eines Konstrukts fu¨r das Gene-Disruption
Um zu untersuchen, ob srp2 ein essentielles Gen ist, wurde ein Gene-Disruption Experi-
ment durchgefu¨hrt. Zu diesem Zweck wurde ein Plasmid hergestellt, in dem das offene
Leseraster des srp2 Gens unterbrochen ist.
Dafu¨r wurde aus dem srp2 Gen ein 1,6 kb großes Fragment entfernt (Abb.3.5; A), in-
dem das Plasmid mit dem 3,3 kb großen genomischen srp2 Fragment mit den Enzymen
NruI und Eco47III geschnitten wurde (s. Abb.3.3). In den verbleibenden Teil, der aus flan-
kierenden Bereichen des srp2 Gens und dem Vektor besteht, wurde das LEU2+ Gen von
Saccharomyces cerevisiae ligiert (Abb.3.5; B).
Auf diese Weise wurden ca. 90 % des offenen Leserasters des srp2 Gens deletiert. Weil
sich die NruI Schnittstelle 93 bp stromabwa¨rts vom Startcodon des srp2 Gens befindet,
ko¨nnen nur noch 14 der insgesamt 365 Aminosa¨uren von Srp2 translatiert werden.
Fu¨r die Integration dieses Konstrukts in das Genom von S.pombe mu¨ssen flankierende
Sequenzen vorhanden sein, durch die eine homologe Rekombination erfolgen kann. Darum
wurde fu¨r die Transformation in die S.pombe Zellen das gesamte 4,0 kb große Insert des
Plasmids verwendet, das mit Hilfe der Restriktionenzyme BamHI und PstI aus dem Vektor
ausgeschnitten wurde.
3.2.2 Das srp2 Gen ist fu¨r das mitotische Wachstum von S.pombe essentiell
Weil die Unterbrechung des srp2 Gens fu¨r die S.pombe Zellen letal sein ko¨nnte, wurde ein
diploider Stamm mit dem 4,0 kb großen BamHI/PstI Fragment transformiert.
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Abb. 3.5: Schema der Konstruktion fu¨r das Gene-Disruption von srp2. Aus dem srp2 Gen wurde
mit Hilfe der Enzyme NruI und Eco47III ein 1,6 kb großes Fragment entfernt (A) und durch ein
2,2 kb großes XhoI/SalI Fragment des LEU2+ Gens aus S.cerevisiae ersetzt (B). Das 2,2 kb große
XhoI/SalI LEU2+ Fragment wurde aus dem Vektor pYEP13 (Rose & Broach, 1990) isoliert. Zur
Ligation in den verbleibenden Teil von srp2 wurden die XhoI/SalI Enden des LEU2+ Fragments mit
Hilfe einer Klenow-Polymerase Reaktion aufgefu¨llt. Fu¨r den Nachweis der Unterbrechung des srp2
Gens mit Hilfe der Southern-Hybridisierung wurde ein 600 bp großes EcoRV-EcoRV Fragment als
Sonde verwendet.
Der diploide Stamm hat den Genotyp h+N /−S ade6-M210/ade6-M216 leu1-32/leu1-32
srp2+/srp2+ ura4-D18/ura4-D18 und ist heterozygot fu¨r die Allele ade6-M210 und ade6-
M216.
Das ade6 Gen von S.pombe kodiert fu¨r ein Enzym, das eine Funktion bei der Adenin-
Synthese hat. In haploiden Zellen, die eine Mutation im ade6 Gen besitzen, ha¨uft sich ein
Zwischenprodukt des Adenin-Stoffwechsels an, das die Zellen rot fa¨rbt. Deshalb bilden
haploide Zellen, die das ade6-M210 Allel enthalten, dunkelrot gefa¨rbte Kolonien. Weil
haploide Zellen mit dem ade6-M216 Allel das Zwischenprodukt nicht so stark anha¨ufen,
bilden sie rosa gefa¨rbte Kolonien.
Dagegen wachsen diploide Zellen, die heterozygot fu¨r beide Allele sind, zu weißen Ko-
lonien heran, denn zwischen den beiden Allelen findet eine intragene Komplementierung
statt. Auf diese Weise kann anhand der Koloniefa¨rbung zwischen haploiden und diploi-
den Zellen unterschieden und die Segregation der beiden ade6 Allele wa¨hrend der Meiose
verfolgt werden.
Weiterhin entha¨lt der diploide Stamm das leu1-32 Allel, das mit dem LEU2+ Gen von
S.cerevisiae komplementiert werden kann. Die Zellen, in denen das srp2 Gen durch das
LEU2+ Gen unterbrochen ist, sind deshalb Leucin prototroph. Nach der Transformation
wurden die Zellen auf Minimalmedium mit Uracil ausplattiert und es wurde nach Leucin
prototrophen Transformanten selektiert.
Aus den Transformanten wurde chromosomale DNA isoliert. Die DNA wurde mit dem
Restriktionsenzym EcoRV geschnitten, in einem Agarosegel aufgetrennt und auf eine Ny-
lonmembran transferiert. Mit Hilfe einer Southern-Hybridisierung wurde untersucht, ob
das srp2 Gen durch das LEU2+ Gen unterbrochen ist (Abb.3.6; A). Als Hybridisierungs-
sonde wurde ein 600 bp großes EcoRV Fragment des srp2 Gens verwendet. Wenn das srp2
Gen unterbrochen ist, erha¨lt man ein 1.400 bp großes Fragment, weil das LEU2+ Gen eine
EcoRV Schnittstelle entha¨lt (Abb.3.5; B). Das Wildtyp Allel von srp2 liefert ein 600 bp
großes Fragment.
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Abb. 3.6: Gene-Disruption von srp2. (A) Southern-Blot der Leucin prototrophen Transformanten.
Aus den Transformanten wurde chromosomale DNA isoliert, auf Nylonmembran transferiert und
mit einem 600 bp großen Fragment des srp2 Gens hybridisiert. In den Spuren 1 und 3 ist DNA aus
einem diploiden Wildtyp Stamm und in den Spuren 2 und 4 DNA aus einem diploiden Stamm mit
unterbrochenem srp2 Gen aufgetragen. (B) Tetradenanalyse der Leucin prototrophen Transformanten
2 und 4. Die hell und dunkel gefa¨rbten Kolonien sind durch die Segregation der Allele ade6-M210
und ade6-M216 entstanden.
Von jeweils zwei Transformanten, in denen das srp2 Gen unterbrochen war (Abb.3.6;
A, 2 + 4), wurden Sporen aus mehreren Tetraden auf Vollmedium ausgelegt und fu¨r fu¨nf
Tage bei 30 ˚ C inkubiert.
Das Ergebnis dieser Tetradenanalyse ist in der Abbildung 3.6 (B, 2 + 4) gezeigt: Von
den meisten der ausgelegten Sporen einer Tetrade konnten jeweils nur zwei auskeimen
und zu Kolonien heranwachsen. Das entspricht einer 2:2 Aufspaltung, die fu¨r ein essenti-
elles Gen charakteristisch ist. Folglich ist das srp2 Gen fu¨r das mitotische Wachstum von
S.pombe essentiell.
Dennoch sind in manchen der ausgelegten Tetraden alle 4 Sporen ausgekeimt. Wur-
den diese Einsporklone auf Vollmedium ausgestrichen, so konnten davon jeweils nur zwei
wachsen. Mo¨glicherweise wird Srp2 bei der Sporulation in den Sporen eingelagert, so daß
die Zellen nach dem Auskeimen noch einige Teilungen durchfu¨hren ko¨nnen, bis der Vorrat
an Srp2 in den Zellen erscho¨pft ist.
3.3 Srp2 ist ein Kernprotein
Die SR-Proteine sind am Spleißen von pra¨-mRNA beteiligt. Wie Untersuchungen an ho¨her-
en Eukaryonten gezeigt haben, sind die SR-Proteine Kernproteine. Sie kommen sowohl im
Karyoplasma, als auch in bestimmen subnuklea¨ren Strukturen vor, die man als
”
Nuclear
Speckles“ bezeichnet. Die Nuclear Speckles dienen der Zelle vermutlich als Speicheror-
te fu¨r SR-Proteine und andere Spleißfaktoren. Weil Srp2 große ¨Ahnlichkeit mit den SR-
Proteinen aus dem Menschen hat, wurde untersucht in welchem Kompartiment Srp2 loka-
lisiert ist.
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3.3.1 Fusion von Srp2 mit dem Green Fluorescent Protein
Das Green Fluorescent Protein (GFP) aus der Meeresqualle Aequorea victoria wird als Re-
portergen verwendet, um den Aufenthaltsort von Proteinen in einer Zelle in vivo darzustel-
len. Das GFP besteht aus 238 Aminosa¨uren und entha¨lt ein fluoreszierendes Chromophor,
das durch die intramolekulare Zyklisierung von drei Aminosa¨uren (Ser65-Tyr66-Gly67) ent-
steht. Wenn es von ultraviolettem Licht mit einer Wellenla¨nge von 400–470 nm angeregt
wird, emittiert es gru¨nes Licht einer Wellenla¨nge von 510 nm (Chalfie et al., 1994).
Mit dem GFP markierte Proteine ko¨nnen in lebenden Zellen entweder durch direkte
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht oder in fixierten Zellen mit Hilfe eines Anti-
GFP Antiko¨rpers durch indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie dargestellt werden.
Durch die Fusion von Srp2 mit dem Green Fluorescent Protein und der Expression in
S.pombe Zellen sollte untersucht werden, in welchem Kompartiment Srp2 lokalisiert ist.
Fu¨r die
”
in frame“ Fusion mit dem GFP mußte die srp2 cDNA zuna¨chst in einen Vek-
tor mit einem dafu¨r geeigneten Polylinker ligiert werden. Mit Hilfe einer PCR-Reaktion
und Primern, die am Start- und Stopcodon der srp2 cDNA binden, wurde der gesamte
offene Leserahmen der cDNA amplifiziert (s. Material und Methoden S.32). Das PCR-
Produkt wurde in den Vektor pUC19 ligiert und sequenziert, um es auf PCR-Fehler zu
u¨berpru¨fen. Anschließend wurde es in die BamHI Schnittstelle des Vektors pTG13 umklo-
niert (Abb.3.7).
pTG13 Pnmt1
srp2 cDNA
B B
GFP Tnmt1
Abb. 3.7: Schematische Darstellung der Fusion der srp2 cDNA mit dem Green Fluorescent Protein
im Vektor pTG13. Die srp2 cDNA ist an das carboxyterminale Ende des GFP fusioniert. Die Ex-
pression des Fusionsproteins erfolgt durch den nmt1 Promotor. Die srp2 cDNA wurde in die BamHI
Schnittstelle (B) des Vektors ligiert. Die Transkription wird durch den nmt1 Terminator beendet. Eine
Restriktionskarte des Vektors pTG13 befindet sich auf S.16.
Mit Hilfe des Vektors pTG13 (Gross, 1997a) ist es mo¨glich ein Protein
”
in frame“ mit
dem carboxyterminalen Ende des Green Fluorescent Protein zu verbinden und in S.pombe
Zellen zu exprimieren. Die Expression des GFP-Fusionproteins erfolgt dabei durch den
nmt1 Promotor von S.pombe. Der nmt1 Promotor (nmt1, no message with thiamine) wird
durch die Thiaminkonzentration des Kulturmediums reguliert. In thiaminfreiem Medium
ist der Promotor dereprimiert. In Medium das 2 µM Thiamin entha¨lt ist der Promotor re-
primiert (Maundrell, 1989).
Nach dem ¨Uberfu¨hren in thiaminfreies Medium sinkt in den S.pombe Zellen die Thia-
minkonzentration durch die Zellteilung. Dadurch wird der Promotor in einer exponentiell
wachsenden Kultur nach ca. 12 Stunden vollsta¨ndig dereprimiert, so daß die Expression des
Fusionsproteins beginnt. Der pTG13 Vektor entha¨lt außerdem das ura4+ Gen von S.pombe,
das als Markergen dient und die Integration des Vektors in das S.pombe Genom durch ho-
mologe Rekombination ermo¨glicht.
Die GFP-Srp2 Fusion wurde in den S.pombe Stamm SL11 integriert. Als Kontrolle
wurde der Vektor pTG13 ohne cDNA Insert in den Stamm transformiert. Die Lokalisation
des GFP wurde etwa 12 Stunden nachdem die S.pombe Zellen in thiaminfreies Medium
u¨berfu¨hrt wurden mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz-Mikroskopie untersucht.
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In den Zellen, die mit der GFP-Srp2 Fusion transformiert waren, fluoreszierte aus-
schließlich der Zellkern (Abb.3.8; Srp2). Das wurde durch die Fa¨rbung der Zellen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DAPI u¨berpru¨ft, der die DNA im Zellkern anfa¨rbt. Folglich reichert
sich das GFP-Srp2 Fusionsprotein im Zellkern an. Diese Anreicherung ist allein auf Srp2
zuru¨ckzufu¨hren, weil in den Zellen, die nur mit dem pTG13 Vektor transformiert sind, das
GFP in der gesamten Zelle verteilt ist (Abb.3.8; pTG13). Srp2 ist demnach ein Kernprotein.
Srp2
pTG13 GFP
GFP PCDAPI
RBD1 RBD2 RRD
5 µm
Abb. 3.8: Fusion von Srp2 mit dem Green Fluorescent Protein. Es bedeuten: Rechteck, erste RNA-
Bindungsdoma¨ne (RBD1); Sechseck, zweite RNA-Bindungsdoma¨ne (RBD2); Oval, argininreiche
Doma¨ne (RRD). GFP: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Zellen. PC: Aufnahmen der Zel-
len im Phasenkontrast. DAPI: Fa¨rbung der DNA im Zellkern mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI.
Die Zellen wurden mit Paraformaldehyd und Glutaraldehyd fixiert. Das GFP wurde in den Zellen
durch indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit Hilfe eines polyklonalen Anti-GFP Antiko¨rpers
sichtbar gemacht. Der Balken entspricht einer La¨nge von etwa 5 µm.
3.3.2 Fusion der einzelnen Doma¨nen von Srp2 mit dem GFP
Nach der Translation werden Kernproteine durch den Kernporenkomplex vom Cytoplasma
in den Zellkern transportiert. Viele Proteine ko¨nnen nur dann in den Zellkern gelangen,
wenn sie ein Kerntransportsignal (NLS, Nuclear Localization Sequence) besitzen.
Kerntransportsignale setzen sich in der Regel aus kurzen Sequenzen basischer Ami-
nosa¨uren zusammen und befinden sich ha¨ufig am aminoterminalen Ende eines Proteins.
Wie die Untersuchungen an einigen SR-Proteinen aus dem Menschen ergeben haben,
sind Teile der RS-Doma¨ne und manchmal auch die RNA-Bindungsdoma¨nen fu¨r den Trans-
port der SR-Proteine in den Zellkern und die Nuclear Speckles erforderlich (Caceres et al.,
1997, Gama-Carvallho et al., 1997, Hedley et al., 1995). Allerdings ist in den SR-Proteinen
keines der typischen Kerntransportsignale gefunden worden, wie z. B. ein NLS vom SV40-
oder Nucleoplasmin-Typ (Dingwall, 1991, Dingwall & Laskey, 1991).
Bei der Untersuchung der Proteinsequenz von Srp2 wurde ebenfalls kein typisches NLS
gefunden. Um zu bestimmen welcher Teil von Srp2 fu¨r den Transport in den Zellkern
erforderlich ist, wurden die verschiedenen Doma¨nen von Srp2
”
in frame“ mit dem GFP
fusioniert, in einen S.pombe Stamm transformiert und deren Lokalisation in den Zellen
untersucht. Dafu¨r wurden die RNA-Bindungsdoma¨nen und die argininreiche Doma¨ne von
Srp2 mit Hilfe einer PCR-Reaktion isoliert und in den Vektor pTG13 ligiert (s. Material
und Methoden S.32).
3.3.3 Die argininreiche Doma¨ne von Srp2 entha¨lt ein Kerntransportsignal
Nach der Transformation in den S.pombe Stamm SL11 wurde die Lokalisation der GFP-
Fusionsproteine mit dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Wie die Abb.3.9 zeigt, sind
die Fusionsproteine, welche die RNA-Bindungsdoma¨nen enthalten, sowohl im Zellkern,
als auch im Cytoplasma verteilt (RBD1-RBD2 und RBD1). Immer dann, wenn die car-
boxyterminale argininreiche Doma¨ne vorhanden ist, sind die Fusionsproteine im Zellkern
lokalisiert (Srp2, RBD1-RRD, RBD2-RRD und RRD).
Folglich ist die argininreiche Doma¨ne von Srp2 fu¨r die Lokalisation im Zellkern not-
wendig und ausreichend. Sehr wahrscheinlich entha¨lt diese Doma¨ne das Kerntransportsi-
gnal von Srp2.
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Abb. 3.9: Fusion der Doma¨nen von srp2 mit dem Green Fluorescent Protein. Es bedeuten: Rechteck,
RBD1; Sechseck, RBD2; Oval, RRD. GFP: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Zellen. PC:
Aufnahmen der Zellen im Phasenkontrast. Das GFP wurde in den Zellen durch direkte Auflicht-
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht. Der Balken entspricht einer La¨nge etwa 5 µm.
3.3.4 Die SR-Dipeptid Elemente der argininreichen Doma¨ne haben die Funktion
eines Kerntransportsignals
Wie die SR-Proteine aus dem Menschen entha¨lt die carboxyterminale Doma¨ne (RRD)
von Srp2 keines der typischen Kerntransportsignale. Bei den Spleißfaktoren ASF/SF2 und
SC35 aus dem Menschen sind Teile der RS-Doma¨ne fu¨r den Transport in den Zellkern und
die subnuclea¨ren Strukturen erforderlich.
Srp2 hat keine typische SR-Doma¨ne, denn im Vergleich mit den SR-Proteinen aus
dem Menschen sind nur wenige RS-Dipeptide vorhanden, die sich in den zwei kurzen
SR-Elementen befinden, die am Beginn und am Ende der argininreichen Doma¨ne liegen
(Abb.3.2; SR1 und SR2). Um zu untersuchen, ob diese beiden SR-Elemente fu¨r den Trans-
port von Srp2 in den Zellkern beno¨tigt werden, wurden sie mit Hilfe einer gerichteten
Mutagenese nach dem Verfahren von Kunkel et al. (1987) mutiert.
Fu¨r die Mutagenese wurde die srp2 cDNA in den Vektor M13mp19 ligiert. Die Muta-
genese wurde mit den in Tabelle 2.7 aufgefu¨hrten Oligonukleotiden durchgefu¨hrt (s. Ma-
terial und Methoden S.34). In beiden Elementen wurden die Aminosa¨uren Serin gegen
Alanin ausgetauscht. Dabei wurde die Sequenz des ersten SR-Elements, SRFRSRS, in die
Sequenz ARFRARA (SR1*) und die Sequenz des zweiten SR-Elements, SRSPSP, in die
Sequenz ARAPAP (SR2*) mutiert. Es wurde sowohl eine Einzelmutante, als auch eine
Doppelmutante hergestellt, in der beide SR-Elemente mutiert sind (SR1*SR2*).
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Abb. 3.10: Lokalisation von Srp2 nach der Mutagenese der SR-Dipeptid Elemente. Die mutierten
cDNAs wurden mit dem GFP fusioniert. Die Lokalisation der Fusionsproteine wurde in fixierten Zel-
len durch (A) indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie und in lebenden Zellen durch (B) Auflicht-
Fluoreszenzmikroskopie beobachtet. Es bedeuten: Rechteck, RBD1; Sechseck, RBD2; Oval, RRD.
GFP: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Zellen. PC: Phasenkontrast. DAPI: Fa¨rbung der
DNA im Zellkern mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI. Der Balken entspricht einer La¨nge von etwa
5 µm.
Die mutierten cDNAs wurden mit dem Green Fluorescent Protein fusioniert und in den
S.pombe Stamm SL1 transformiert. Anschließend wurde die Lokalisation der Fusionspro-
teine mit dem Fluoreszenzmikroskop untersucht.
Wie die Abb.3.10 zeigt, haben die beiden Einzelmutationen (SR1* und SR2*) keinen
Einfluß auf die Lokalisation der Fusionsproteine. Sie waren ausschließlich im Zellkern lo-
kalisiert. Dagegen wird keine Kernlokalisation mehr beobachtet, wenn beide SR-Elemente
mutiert sind (Abb.3.10-A; SR1*SR2*). In diesen Zellen ha¨uft sich das Fusionsprotein im
Cytoplasma an und ist dort unregelma¨ßig verteilt.
Wie die Fa¨rbung der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI zeigt, ist der Kern
dieser Zellen vollkommen intakt und befindet sich in der Mitte der Zelle. In diesem Bereich
wird keine Fluoreszenz des GFP-Fusionsproteins beobachtet. Wie der Vergleich mit den
lebenden Zellen zeigt (Abb.3.10-B; SR1*SR2*) ist die ungleichma¨ßige Verteilung des GFP
nicht auf die Fixierung der Zellen zuru¨ckzufu¨hren.
Folglich werden die beiden SR-Elemente der argininreichen Doma¨ne fu¨r den Transport
des Proteins in den Zellkern beno¨tigt und haben eine Funktion als Kerntransportsignal.
Weil Srp2 in den Zellkern gelangen kann, wenn nur eines der beiden SR-Elemente mutiert
ist (SR1* und SR2*), ist es mo¨glich, daß schon eine minimale Sequenz aus drei aufeinan-
derfolgenden SR-Dipeptiden als Kerntransportsignal wirken kann.
3.4 ¨Uberexpression des srp2 Gens in S.pombe
Das srp1 Gen von S.pombe kodiert fu¨r ein RNA-bindendes Protein, das aus einer RNA-
Bindungs- und einer SR-Doma¨ne besteht. Wenn die RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 in
S.pombe Zellen u¨berexprimiert wird, die das srp1+ Wildtyp Gen enthalten, dann akkumu-
lieren die Zellen pra¨-mRNA und stellen das Wachstum ein.
Dieser dominant negative Pha¨notyp weist darauf hin, daß durch die ¨Uberexpression der
RNA-Bindungsdoma¨ne das Spleißen von pra¨-mRNA gehemmt wird. Dieser Pha¨notyp wird
nicht beobachtet, wenn die Zellen das gesamte Srp1 Protein u¨berexprimieren. Daraus wur-
de geschlossen, daß die RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 an der Erkennung und Bindung
von pra¨-mRNA beteiligt sein ko¨nnte (Gross et al., 1998).
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Abb. 3.11: ¨Uberexpression der Doma¨nen von Srp2 und der mutierten cDNAs in S.pombe. Wachstum
der Zellen nach 5 Tagen bei 30 ˚ C. Links: Medium mit Thiamin. Rechts: Medium ohne Thiamin. Es
sind: 1, srp2 cDNA; 2, RBD1-RBD2; 3, RBD1; 4, RBD1-RRD; 5, RBD2-RRD, 6, RRD; 7, RBD2*,
8, pREP1-S* Vektor.
Der aminoterminale Teil von Srp2 besteht aus zwei RNA-Bindungsdoma¨nen. Es sollte
untersucht werden, ob die ¨Uberexpression der RNA-Bindungsdoma¨nen in S.pombe einen
a¨hnlichen Pha¨notyp hervorruft, wie die ¨Uberexpression der RNA-Bindungsdoma¨ne von
Srp1. Ein solcher Pha¨notyp wu¨rde auf eine Funktion von Srp2 beim pra¨-mRNA Spleißen
hinweisen.
Fu¨r die ¨Uberexpression in S.pombe wurden die beiden RNA-Bindungsdoma¨nen (RBD1-
RBD2) und die erste RNA-Bindungsdoma¨ne (RBD1) von Srp2 in den Expressionsvektor
pREP1-S* ligiert. Der Vektor pREP1-S* entha¨lt den nmt1 Promotor und das ars1 Element
(ars, autonomously replicating sequence) von S.pombe. Dadurch liegt der Vektor in jeder
Zelle in mehreren Kopien vor, wodurch die Expression von Srp2 zusa¨tzlich versta¨rkt wird.
Die Plasmide wurden in den S.pombe Stamm SL1 transformiert. Das Wachstum der
Transformanten wurde auf Medium mit und ohne Thiamin getestet. Wie die Abb.3.11 zeigt,
wirkt sich die ¨Uberexpression der RNA-Bindungsdoma¨nen nicht auf das Wachstum der
Zellen aus. Es ist mit dem Wachstum der Zellen vergleichbar, die nur mit dem Vektor oder
der srp2 cDNA transformiert sind (Abb.3.11; 1, 2, 3, 5, 6 und 8).
Wie die Fusion mit dem Green Fluorescent Protein gezeigt hat, sind die RNA-Bindungs-
doma¨nen von Srp2 im Zellkern und im Cytoplasma der S.pombe Zellen lokalisiert. Der
Transport in den Zellkern ist von der argininreichen Doma¨ne von Srp2 abha¨ngig
(Abb.3.9; RRD).
Im Gegensatz dazu ist die RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 ausschließlich im Zellkern
lokalisiert. Fu¨r den Transport in den Zellkern ist der carboxyterminale Teil von Srp1 nicht
erforderlich. Dies wurde von Gross et al. (1998) durch die Fusion mit dem Green Fluore-
scent Protein gezeigt. Da die RNA-Bindungsdoma¨nen von Srp2 sowohl im Cytoplasma, als
auch im Zellkern lokalisiert sind, wa¨re es mo¨glich, daß deren Konzentration im Zellkern
zu gering ist, um das Wachstum der Zellen zu hemmen.
Um diese Mo¨glichkeit zu u¨berpru¨fen, wurde die erste und die zweite RNA-Bindungs-
doma¨ne von Srp2 mit der argininreichen Doma¨ne fusioniert (RBD1-RRD, RBD2-RRD)
und in den Vektor pREP1-S* ligiert. Die Plasmide wurden in den S.pombe Stamm SL1
transformiert und das Wachstum der Transformanten auf Medium mit und ohne Thiamin
getestet.
Wie die Abb.3.11 zeigt, wird das Wachstum der Zellen gehemmt, wenn das Konstrukt
u¨berexprimiert wird, das aus der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne und der carboxyterminalen
Doma¨ne zusammengesetzt ist (Abb.3.11-4, RBD1-RRD). Dagegen wirkt sich die ¨Uberex-
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pression der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne und der argininreichen Doma¨ne (Abb.3.11-5,
RBD2-RRD), sowie der argininreichen Doma¨ne (Abb.3.11-6, RRD) nicht auf das Wachs-
tum der Zellen aus.
Demnach fu¨hrt die ¨Uberexpression der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 zu ei-
nem a¨hnlichen Pha¨notyp, wie die ¨Uberexpression der RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1.
Folglich ko¨nnten die RNA-Bindungsdoma¨nen von Srp1 und Srp2 eine a¨hnliche Funktion
haben. Das Wachstum der Zellen wird nur dann gehemmt, wenn die erste RNA-Bindungs-
doma¨ne von Srp2 genu¨gend hoher Konzentration in den Zellkern gelangen kann. Diese
Beobachtung zeigt, daß Srp2 eine Funktion im Zellkern ausu¨bt.
In dem Konstrukt RBD1-RRD ist die zweite RNA-Bindungsdoma¨ne vollsta¨ndig de-
letiert. Die Hemmung des Wachstums der S.pombe Zellen ist offenbar auf den Verlust
der Funktion dieser Doma¨ne zuru¨ckzufu¨hren, denn die ¨Uberexpression der gesamten srp2
cDNA wirkt sich nicht auf das Wachstum der Zellen aus. Wenn diese Annahme richtig
ist, dann ko¨nnte eine Mutation in der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2, welche
die Funktion dieser Doma¨ne zersto¨rt, einen a¨hnlichen Pha¨notyp hervorrufen. Um diese
Mo¨glichkeit zu u¨berpru¨fen, wurde die srp2 cDNA mit Hilfe einer gerichteten Mutagenese
vera¨ndert:
In der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne ist die Signatursequenz SWQDLKD am besten
konserviert (s. Abb.3.1, S.39). Dieses Sequenzmotiv ist absolut invariabel und in allen SR-
Proteinen mit zwei RNA-Bindungsdoma¨nen enthalten.
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Abb. 3.12: Vergleich des Wachstumsverhaltens von S.pombe Zellen, die das Konstrukt RBD1-RRD
(◦), die srp2 cDNA (2) und die in der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne mutierte srp2 cDNA u¨berex-
primieren (4). Die Kulturen wurden mit einer Zellzahl von 5× 105 ml−1 in Medium ohne Thiamin
angeimpft und bei 30 ˚ C kultiviert. Das Wachstum der Zellen wurde u¨ber einen Zeitraum von 14 –
24 h nach dem Animpfen verfolgt.
Die starke Konservierung dieser Sequenz deutet darauf hin, daß dieses Motiv fu¨r die
Funktion der SR-Proteine essentiell sein ko¨nnte. Eine Mutation in dieser Sequenz ko¨nnte
daher zum Verlust der Funktion der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne oder des gesamten
Proteins fu¨hren.
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Damit die Sekunda¨rstruktur des Proteins mo¨glichst unvera¨ndert bleibt, wurde die Si-
gnatursequenz SWQDLKD bei der Mutagenese durch Aminosa¨uren mit a¨hnlichen Eigen-
schaften ersetzt (ALQNVRN). Die mutierte cDNA wurde in den Vektor pREP1-S* ligiert
und in den S.pombe Stamm SL1 transformiert.
Anschließend wurde das Wachstum der Transformanten mit dem Wachstum von Zellen
verglichen, welche die srp2 cDNA und das Konstrukt u¨berexprimieren, das aus der ersten
RNA-Bindungsdoma¨ne und der argininreichen Doma¨ne (RBD1-RRD) zusammengesetzt
ist (Abb.3.11; 1, 7 und 4).
Des weiteren wurden die S.pombe Zellen in Minimalmedium ohne Thiamin kultiviert
und das Wachstum durch die Bestimmung der Zellzahl u¨ber mehrere Stunden verfolgt. Das
Ergebnis dieses Versuchs zeigt die Wachstumskurve in der Abb.3.12.
Wie am Verlauf der Wachstumskurven zu erkennen ist, verhalten sich die Zellen bei der
¨Uberexpression der mutierten srp2 cDNA und des Konstrukts RBD1-RRD sehr a¨hnlich.
Beide Sta¨mme stellen das Wachstum nach etwa 16 Stunden mit einer Zellzahl von ca.
5 × 106 ml−1 ein. Dagegen zeigen die Zellen, welche die srp2 cDNA u¨berexprimieren
normales Wachstum. Sie erreichen nach 24 Stunden mit einer Zellzahl von ca. 8 × 107
ml−1 die stationa¨re Phase.
Folglich wird die Hemmung des Wachstums der S.pombe Zellen durch den Verlust der
Funktion der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 verursacht.
3.4.1 Die ¨Uberexpression der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 fu¨hrt nicht
zur Akkumulation von pra¨-mRNA
Wenn die RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 in S.pombe Zellen u¨berexprimiert wird, fu¨hrt
dies zur Akkumulation von pra¨-mRNA (Gross et al., 1998). Die Akkumulation der pra¨-
mRNA korreliert mit der Hemmung des Wachstums der S.pombe Zellen. Deshalb wurde am
Beispiel des tfIId Gens von S.pombe untersucht, ob es bei der ¨Uberexpression der einzelnen
Doma¨nen von Srp2 ebenfalls zu einer Akkumulation von pra¨-mRNA kommt.
Das tfIId Gen von S.pombe kodiert fu¨r das TATA-binding Protein (Tbp). Es hat eine
La¨nge von 1.072 bp und wird in S.pombe konstitutiv exprimiert (Hoffmann et al., 1990).
Weil das tfIId Gen drei Introns entha¨lt, die eine La¨nge von insgesamt 380 bp besitzen,
ist es sehr einfach die tfIId pra¨-mRNA von der tfIId mRNA mit Hilfe einer Northern-
Hybridisierung zu unterscheiden.
Fu¨r die Northern-Hybridisierung wurde aus den S.pombe Zellen Gesamt-RNA isoliert,
welche die einzelnen Doma¨nen von Srp2 u¨berexprimieren. Zusa¨tzlich wurde Gesamt-RNA
aus einem S.pombe Stamm isoliert (SL1), der das temperatursensitive Allel prp4-73ts des
prp4 Gens besitzt. Dieser Stamm stellt bei der restriktiven Temperatur von 36 ˚ C das
Wachstum ein und akkumuliert pra¨-mRNA. Bei der permissiven Temperatur von 26 ˚ C
wa¨chst er wie ein Wildtyp Stamm. Die aus diesem Stamm bei 26 und 36 ˚ C isolierte
Gesamt-RNA wurde als Kontrolle verwendet.
Die RNA-Proben wurden in einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt, auf eine
Nylonmembran transferiert und mit der tfIId cDNA hybridisiert. Wie das Autoradiogramm
in der Abb.3.13 zeigt, fu¨hrt das temperatursensitive prp4-73ts Allel bei der restriktiven
Temperatur von 36 ˚ C zu einer deutlichen Akkumulation von pra¨-mRNA. In diesen Zellen
ist nahezu keine mRNA mehr nachweisbar.
Dagegen wird bei der ¨Uberexpression von Srp2 keine Akkumulation von tfIId pra¨-
mRNA beobachtet. Selbst die ¨Uberexpression des Konstrukts, das aus der ersten RNA-
Bindungsdoma¨ne und der argininreichen Doma¨ne von Srp2 besteht (RBD1-RRD) und das
Wachstum der Zellen bei der ¨Uberexpression hemmt, fu¨hrt nicht zur Akkumulation von
pra¨-mRNA. In diesen Zellen hat sich das Verha¨ltnis zwischen der mRNA und der pra¨-
mRNA Bande nicht signifikant vera¨ndert.
Die ¨Uberexpression der einzelnen Doma¨nen von Srp2 wirkt sich demnach nicht auf
das Spleißen der tfIId pra¨-mRNA aus. Weil die Akkumulation von pra¨-mRNA nur am Bei-
spiel des tfIId Gens untersucht wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, daß es durch
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Abb. 3.13: Northern-Hybridisierung der Gesamt-RNA aus S.pombe Zellen, welche die einzelnen
Doma¨nen von Srp2 u¨berexprimieren. Die Gesamt-RNA wurde nach 16 Stunden Wachstum aus den
Zellen isoliert. Die Zellen wurden in Minimalmedium mit und ohne Thiamin bei einer Temperatur
von 30 ˚ C kultiviert. Es bedeuten: p = pra¨-mRNA, m = mRNA; + = mit Thiamin, - = ohne Thiamin.
Als Kontrolle diente Gesamt-RNA, die aus einem S.pombe Stamm mit dem temperatursensitiven
Allel prp4-73ts bei 26 und 36 ˚ C isoliert wurde. Als Hybridisierungssonde wurde die tfIId cDNA
verwendet.
die ¨Uberexpression zu einer Akkumulation von anderen pra¨-mRNAs kommt als bei der
¨Uberexpression von Srp1. Mo¨glicherweise binden Srp1 und Srp2 an unterschiedliche pra¨-
mRNAs.
Da bei der ¨Uberexpression der RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 tfIId pra¨-mRNA akku-
muliert wird, wurde die erste RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 gegen die RNA-Bindungs-
doma¨ne von Srp1 ausgetauscht und getestet, wie sich die ¨Uberexpression dieses Fusions-
proteins auf das Wachstum und das Spleißen von tfIId pra¨-mRNA auswirkt.
3.4.2 Die zweite RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 vera¨ndert die Funktion der
RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1
Fu¨r den Austausch der RNA-Bindungsdoma¨nen wurden die Aminosa¨uresequenzen von
Srp1 und Srp2 zuna¨chst miteinander verglichen. Dadurch sollte der Bereich von Srp2 fest-
gelegt werden, der durch die RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 ersetzt wird.
Wie die Abb.3.14 zeigt, haben die beiden RNA-Bindungsdoma¨nen von Srp1 und Srp2
52 % a¨hnliche und 29 % identische Aminosa¨uren. Weiterhin zeigt der Vergleich, daß die
Signatursequenzen sowie das RNP-1 und RNP-2 Motiv gut miteinander u¨bereinstimmen.
Allerdings unterscheidet sich Srp1 von Srp2 am Ende der RNA-Bindungsdoma¨ne durch
eine kurze glycinreiche Region, die charakteristisch fu¨r SR-Proteine mit nur einer RNA-
Bindungsdoma¨ne ist (Birney et al., 1993).
Fu¨r den Austausch der RNA-Bindungsdoma¨ne wurde die aminoterminale Region von
Srp1 mit Hilfe einer PCR-Reaktion isoliert. Wenn diese Region, die fu¨r die ersten 120 Ami-
nosa¨uren von Srp1 kodiert, in S.pombe u¨berproduziert wird, dann fu¨hrt dies zu einer Akku-
mulation von tfIId Transkripten und zur Hemmung des Wachstums der Zellen (Gross et al.,
1998). Dieser Teil von Srp1 wurde mit dem carboxyterminalen Teil von Srp2 fusioniert,
der aus der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne und der argininreichen Doma¨ne besteht (Ami-
nosa¨uren 90–365, RBDSrp1RBD2Srp2RRDSrp2). Zusa¨tzlich wurde die RNA-Bindungs-
doma¨ne von Srp1 mit der argininreichen Doma¨ne von Srp2 fusioniert (Aminosa¨uren 170-
365, RBDSrp1RRDSrp2). Diese Fusionskonstrukte sind in der Abb.3.15-A abgebildet.
Die Konstrukte wurden in den Vektor pREP1-S* ligiert und in den S.pombe Stamm
AG8 transformiert. Anschließend wurde getestet, wie sich die ¨Uberexpression dieser Fusi-
onsproteine auf das Wachstum der Zellen auswirkt. Dazu wurden die Transformanten auf
Minimalmedium mit und ohne Thiamin ausgestrichen.
Wie bereits zuvor beobachtet wurde, hemmt die ¨Uberexpression der RNA-Bindungs-
doma¨ne von Srp1 das Wachstum der Zellen. Das Wachstum wird auch dann gehemmt,
wenn die S.pombe Zellen das Konstrukt RBDSrp1RRDSrp2 u¨berexprimieren (Abb.3.15-
A).
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Abb. 3.14: Sequenzvergleich der RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 mit der ersten RNA-Bindungs-
doma¨ne von Srp2. Die RNP-1 und die RNP-2 Sequenz des RNA-Erkennungs Motivs sind durch
Linien gekennzeichnet. Die fu¨r SR-Proteine typische Signatursequenz der ersten RNA-Bindungs-
doma¨ne ist eingerahmt. Identische Aminosa¨uren sind mit einem (|), konservierte Aminosa¨uren mit
einem (:) und a¨hnliche Aminosa¨uren mit einem (.) markiert.
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Abb. 3.15: Austausch der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 durch die RNA-Bindungsdoma¨ne
von Srp1. (A) Wachstum der S.pombe Zellen bei der ¨Uberexpression (-Thi) der Konstrukte mit Hilfe
des nmt1 Promotors. Es bedeuten: Rechteck, RBD1; Sechseck, RBD2; Oval, RRD. Die RBD von
Srp1 ist schraffiert. (B) Northern-Hybridisierung der Gesamt-RNA aus S.pombe Zellen, welche die
Konstrukte u¨berexprimieren. Die Gesamt-RNA wurde nach 16 h Wachstum aus den Zellen isoliert.
Die Zellen wurden bei 30 ˚ C in Minimalmedium ohne Thiamin kultiviert. Es bedeuten p = pra¨-
mRNA, m = mRNA. Als Kontrolle wurde Gesamt-RNA aufgetragen, die aus einem S.pombe Stamm
mit dem temperatursensitiven prp4-73ts Allel bei 26 und 36 ˚ C isoliert wurde. Als Hybridisierungs-
sonde wurde die tfIId cDNA verwendet.
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Wenn aber die RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 mit der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne
und der argininreichen Doma¨ne fusioniert ist (RBDSrp1RBD2-RRDSrp2), dann wird keine
Hemmung des Wachstums mehr beobachtet (Abb.3.15-A: -Thi).
Folglich kann die zweite RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 den dominant negativen Ef-
fekt aufheben, den die RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 bei der ¨Uberexpression auf das
Wachstum der Zellen ausu¨bt.
Mit Hilfe einer Northern-Hybridisierung wurde untersucht, wie sich die ¨Uberexpressi-
on der Konstrukte auf das pra¨-mRNA Spleißen auswirkt. Dazu wurde aus den S.pombe Zel-
len Gesamt-RNA isoliert. Nach dem Transfer auf eine Nylonmembran wurde die Gesamt-
RNA mit der tfIId cDNA hybridisiert.
Die Abb.3.15-B zeigt das Autoradiogramm dieser Northern-Hybridisierung. Wie schon
von Gross et al. (1998) beobachtet wurde, fu¨hrt das ¨Uberexprimieren der RNA-Bindungs-
doma¨ne von Srp1 zur Akkumulation von tfIId pra¨-mRNA. Auch wenn das Konstrukt
RBDSrp1RRDSrp2 u¨berexprimiert wird, akkumulieren die Zellen pra¨-mRNA, allerdings
nicht so stark, wie bei der ¨Uberexpression der RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1. Dies ko¨nn-
te durch die Lokalisation des Fusionsproteins bedingt sein, denn die argininreiche Doma¨ne
(RRD) bestimmt u¨ber den Transport von Srp2 in den Zellkern.
Die S.pombe Zellen akkumulieren keine pra¨-mRNA, wenn sie das Konstrukt
RBDSrp1RBD2-RRDSrp2 u¨berproduzieren. In diesen Zellen ist das Verha¨ltnis zwischen
der pra¨-mRNA und mRNA mit der Kontrolle vergleichbar (Abb.3.15-B; 26 ˚ C).
Demnach wird durch die Fusion der RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 mit der zweiten
RNA-Bindungsdoma¨ne und der argininreichen Doma¨ne von Srp2 nicht nur der dominant
negative Effekt auf das Wachstum der Zellen aufgehoben, sondern auch die Akkumulation
der tfIId pra¨-mRNA. Das bedeutet, daß sich die Funktion der RNA-Bindungsdoma¨ne von
Srp1 durch die Fusion mit der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 vera¨ndert hat. Dies
ko¨nnte verschiedene Ursachen haben:
Zum Beispiel wa¨re es mo¨glich, daß sich die RNA-Bindungsspezifita¨t dieser Doma¨ne
oder des gesamten Proteins durch die Fusion gea¨ndert hat, so daß das Spleißen der tfIId
pra¨-mRNA nicht mehr beeintra¨chtigt wird, weil das Fusionsprotein nicht mehr an die tfIId
pra¨-mRNA binden kann. Es besteht die Mo¨glichkeit, daß die RNA-Bindungsdoma¨ne von
Srp1 die Funktion der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 ersetzen kann, denn bei der
¨Uberexpression der Srp2 cDNA wurde ebenfalls keine Akkumulation von tfIId pra¨-mRNA
beobachtet (Abb.3.13).
Diese Mo¨glichkeit, wurde in vivo mit Hilfe eines Komplementierungstests untersucht
(s. S.65). Fu¨r die Durchfu¨hrung dieses Tests wurde ein S.pombe Stamm beno¨tigt, der die
konditionale Expression des srp2 Gens erlaubt. Die Herstellung dieses Stamms ist im fol-
genden Abschnitt beschrieben.
3.5 Herstellung eines konditional letalen srp2 Stamms
Bisher wurde die Funktion von srp2 nur in solchen S.pombe Sta¨mmen untersucht, die das
srp2+ Wildtyp-Gen enthalten. Deshalb wurde ein Stamm hergestellt, der die konditionale
Expression des srp2 Gens erlaubt und es ermo¨glicht, die Auswirkung von Mutationen im
srp2 Gen auf das Wachstum der S.pombe Zellen mit Hilfe von Komplementierungstests zu
untersuchen.
Fu¨r die Herstellung dieses Stamms wurde die srp2 cDNA mit dem nmt1-8 Promotor
von S.pombe fusioniert. Dieser Promotor hat eine Mutation in der TATA-Box, wodurch die
Sta¨rke dieses Promotors gegenu¨ber dem Wildtyp nmt1 Promotor reduziert ist (Basi et al.,
1993).
Der nmt1-8 Promotor wird durch die Zugabe von 2 µM Thiamin in das Kulturmedium
vollsta¨ndig reprimiert. Dagegen hat der Wildtyp Promotor unter diesen Bedingungen noch
basale Transkriptionsaktivita¨t (Maundrell, 1993).
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Abb. 3.16: Kontrolle der Integration der srp2 cDNA in das leu1 Gen und der Gene-Disruption von
srp2 mit dem his7+ Gen durch eine Southern-Hybridisierung. Aus den S.pombe Transformanten, die
mit (1), der srp2 cDNA, sowie (2), der srp2 cDNA und dem Gene-Disruption Konstrukt transformiert
waren, wurde chromosomale DNA isoliert. Als Kontrolle wurde chromosomale DNA aus dem nicht-
transformierten S.pombe Stamm (SL97) verwendet (3). Die DNA wurde mit dem Restriktionsenzym
EcoRV geschnitten und mit einem 600 bp großen EcoRV Fragment aus dem srp2+ Gen hybridisiert.
Wenn die srp2 cDNA in das leu1 Gen integriert ist, dann entsteht ein 1.400 bp großes Fragment, das
mit der Sonde hybridisiert (Spuren 1 und 2). Wenn das srp2+ Gen mit dem his7+ Gen unterbrochen
ist, erha¨lt man ein 1.300 bp großes Fragment (Spur 2). Das srp2+ Wildtyp-Gen liefert ein 600 bp
großes Fragment, das der Sonde entspricht (Spuren 1 und 3).
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Abb. 3.17: Schema des Konstrukts fu¨r die Unterbrechung des srp2 Gens mit dem his7+ Gen. (A)
Aus dem srp2 Gen wurde mit Hilfe der Enzyme NruI und Eco47III ein 1,6 kb großes Fragment
entfernt und durch ein 2,1 kb großes EcoRI/XbaI Fragment des his7 Gens ersetzt, das aus dem Vek-
tor pEA2 isoliert wurde (Apolinario et al., 1993). (B) Fu¨r die Ligation in das srp2+ Gen wurden
die EcoRI/XbaI Enden des his7+ Fragments mit Hilfe einer Klenow-Polymerasereaktion aufgefu¨llt.
Fu¨r die Transformation in S.pombe wurde ein 2.400 bp großes Nsi/BspEI Fragment aus dem Kon-
strukt ausgeschnitten. Das Konstrukt wurde im Vektor pUC19 hergestellt. Fu¨r den Nachweis der
Gene-Disruption mit Hilfe einer Southern-Hybridisierung wurde ein 600 bp großes EcoRV-EcoRV
Fragment des srp2+ Gens verwendet (s. Abb.3.16).
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Zum Beispiel lieferte das mit dem nmt1 Promotor fusionierte lacZ Gen von E.coli in
Gegenwart von Thiamin eine β-Galaktosidase-Aktivita¨t von 24,7±9 Units, wenn es auf
einem Plasmid in den S.pombe Zellen vorlag. Wenn das lacZ Gen mit dem nmt1-8 Promo-
tor fusioniert war, dann wurden unter den gleichen Bedingungen nur noch 1,2±0,3 Units
gemessen (Forsburg, 1993).
Um die Expression von Srp2 in den S.pombe Zellen noch weiter zu reduzieren, wurde
die srp2 cDNA in das leu1 Gen integriert, damit sie in nur einer Kopie pro Zelle vorliegt.
Dafu¨r wurde die cDNA zusammen mit dem nmt1-8 Promotor in den Vektor pJK148 (Kee-
ney & Boeke, 1994) ligiert und in einen S.pombe Stamm mit dem Genotyp h−S his7-366
leu1-32 ura4-D18 srp2+ (SL97) transformiert.
Die Integration in den leu1 Locus wurde mit Hilfe einer Southern-Hybridisierung u¨ber-
pru¨ft. Als Hybridisierungssonde wurde ein 600 bp großes EcoRV Fragment aus dem srp2
Gen verwendet. Weil dieses Fragment sowohl 5’-flankierende Sequenzen als auch die Ex-
ons 1 und 2 des srp2 Gens entha¨lt, la¨ßt sich damit sowohl das srp2 Gen als auch die srp2
cDNA nachweisen. Wie die Abb.3.16 zeigt, wurde die srp2 cDNA korrekt in den leu1
Locus integriert.
Damit die Expression von Srp2 ausschließlich durch den nmt1-8 Promotor reguliert
werden kann, wurde in diesem Stamm das srp2+ Wildtyp-Gen durch ein Gene-Disruption
unterbrochen. Dazu wurde ein Plasmid hergestellt, in dem das srp2+ Gen durch das his7+
Gen von S.pombe unterbrochen ist: Aus einem 3,3 kb großen genomischen srp2 Fragment
(Abb.3.17-A) wurde ein 1,5 kb großes Fragment, das ca. 90 % des offenen Leserasters
von srp2 entha¨lt, mit Hilfe der Enzyme NruI und Eco47III entfernt. In den verbleibenden
Teil von srp2 wurde ein 2,1 kb großes EcoRI/XbaI Fragement des his7+ Gen von S.pombe
ligiert.
Fu¨r die Integration dieses Konstrukts in den srp2 Locus mu¨ssen flankierende Berei-
che vorhanden sein, die eine homologe Rekombination ermo¨glichen. Deshalb wurde der
Stamm mit einem 2.400 bp großen Fragment transformiert, das mit Hilfe der Restriktions-
enzyme NsiI und BspEI aus dem Konstrukt isoliert wurde.
Nach der Transformation wurde auf Histidin prototophe Transformanten selektiert. An-
schließend wurde nach solchen Transformanten gesucht, die in Gegenwart von Thiamin
nicht mehr wachsen ko¨nnen. Dazu wurden die Transformanten auf Minimalmedium mit
Thiamin gestempelt.
Wenn in den Transformanten das srp2+ Gen mit dem his7+ Gen unterbrochen ist, wird
die Expression von srp2 ausschließlich durch den nmt1-8 Promotor reguliert. Weil das srp2
Gen fu¨r das mitotische Wachstum von S.pombe essentiell ist, wachsen diese Transforman-
ten nur noch auf thiaminfreiem Medium (Abb.3.18).
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Abb. 3.18: Schema des konditional letalen srp2 Stamms. Der Stamm hat den Genotyp h−S his7-
366 leu1-32 int::pJK148-srp2 ura4-D18 srp2::his7. Die srp2 cDNA ist mit dem nmt1-8 Promotor
fusioniert und in den leu1 Locus integriert. Der Pfeil symbolisiert die Transkription von srp2, die
durch Thiamin (+Thi) reprimiert wird. Unten ist das srp2 Gen dargestellt, das mit dem his7+ Gen
unterbrochen ist. Weil das srp2+ Gen fu¨r das mitotische Wachstum von S.pombe essentiell ist, wa¨chst
dieser Stamm nur noch auf thiaminfreiem Medium. Da der Stamm das ura4-D18 Allel entha¨lt, ist er
auxotroph fu¨r Uracil.
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Um die Unterbrechung von srp2+ mit dem his7+ Gen zu u¨berpru¨fen, wurde aus den
Transformanten, die nur noch auf thiaminfreiem Medium wachsen konnten, chromosomale
DNA isoliert und eine Southern-Hybridisierung durchgefu¨hrt. Wie das Autoradiogramm in
der Abb.3.16 (Spur 2) zeigt, wurde das his7+ Gen korrekt in das srp2+ Gen integriert.
Folglich hat dieser Stamm den Genotyp h−S his7-366 leu1-32 int::pJK148-srp2 ura4-D18
srp2::his7.
Nun wurde u¨berpru¨ft, ob der konditional letale Pha¨notyp dieses Stamms durch das
srp2+ Gen komplementiert werden kann. Dazu wurden drei Plasmide, die bei der Kolonie-
hybridisierung aus der genomischen S.pombe Bank isoliert wurden (s. S.42, Abb.3.3; Nr.
2, 11 und 7) und unterschiedlich große Fragmente des srp2+ Gens enthalten, in den Stamm
transformiert. Als Kontrolle diente der Vektor pUR19 ohne Insertion.
Weil der Vektor pUR19 das ura4+ Gen von S.pombe als Selektionsmarker
entha¨lt, wurde nach der Transformation auf Uracil prototrophe Transformanten selektiert.
Anschließend wurde das Wachstum der Transformanten auf Minimalmedium mit und ohne
Thiamin getestet.
Wie die Abb.3.19 zeigt, wurde der Stamm von den 3,5 und 3,3 kb großen genomischen
srp2 Fragmenten komplementiert (Abb.3.19, Nr. 2 und 11), jedoch nicht von dem 2,1 kb
großen Fragment und dem pUR19 Vektor ohne Insertion.
Folglich wird der konditional letale Pha¨notyp durch die Repression der Expression von
Srp2 verursacht. Daru¨ber hinaus zeigt dieses Experiment, daß die 3,3 und 3,5 kb großen
genomischen Fragmente ein funktionelles srp2 Gen enthalten, einschließlich des srp2 Pro-
motors.
Mit dem 2,1 kb großen genomischen Fragment kann der konditional letale Pha¨notyp
nicht komplementiert werden, weil es wahrscheinlich nicht den vollsta¨ndigen srp2 Promo-
tor entha¨lt, da es nur einen sehr kleinen Teil der 5’-flankierenden Region des srp2 Gens
besitzt (s. S.42, Abb.3.3; Nr. 7).
2 2
K K7 7
11 11
+Thi -Thi
Abb. 3.19: Komplementierung des konditional letalen Stamms mit dem srp2 Gen. Links: Medium
mit Thiamin. Es sind: K, pUR19 Vektor; 2, pUR19 mit 3,3 kb großem srp2 Fragment; 11, pUR19
mit 3,5 kb großem srp2 Fragment und 7, pUR19 mit 2,1 kb großem srp2 Fragment. Rechts: Medium
ohne Thiamin.
3.6 Charakterisierung des konditional letalen srp2 Stamms
In Gegenwart von Thiamin stellt der konditional letale Stamm das Wachstum ein. Um das
Wachstumsverhalten na¨her zu untersuchen, wurde der Stamm in Minimalmedium mit und
ohne Thiamin kultiviert und das Wachstum der Zellen verfolgt. Dazu wurde 12 Stunden
nach dem Animpfen in regelma¨ßigen Zeitintervallen die Optischen Dichte (OD600) der
Kulturen bestimmt.
Die Abb.3.20 zeigt den Verlauf der Optischen Dichte der Kulturen u¨ber einen Zeitraum
von 12 bis 35 Stunden nach dem Animpfen. Die Zellen ko¨nnen in thiaminfreiem Medium
wachsen und erreichen nach ca. 30 Stunden die stationa¨re Phase. Dagegen stellen die Zellen
in Medium mit Thiamin nach ca. 20 Stunden das Wachstum ein.
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Abb. 3.20: Wachstumskurve des konditional letalen Stamms in Minimalmedium mit und ohne Thia-
min bei 30 ˚ C. Das Wachstum der Zellen wurde u¨ber einen Zeitraum von 12 bis 35 Stunden nach
dem Animpfen verfolgt. Es wurde die Optische Dichte der Kulturen bei einer Wellenla¨nge von 600
nm bestimmt. Es bedeuten: ◦, Kultur ohne Thiamin; 2, Kultur mit Thiamin.
-Thi
+Thi
2624222018161412
Abb. 3.21: Northern zum Nachweis der srp2 mRNA im konditional letalen Stamm. Es bedeutet:
+Thi, Medium mit Thiamin; -Thi, Medium ohne Thiamin. Die Proben wurden den Kulturen zu den
angegebenen Zeiten (Stunden nach dem Animpfen) entnommen. Es wurden jeweils 15 µg Gesamt-
RNA aufgetragen. Als Sonde diente das 1.100 bp große BamHI Fragment der srp2 cDNA.
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Wenn man eine Generationszeit von 3 Stunden zugrundelegt, bedeutet das, daß sich
diese Zellen nach dem Animpfen noch ca. viermal teilen, bis sie das Wachstum einstellen.
Um zu untersuchen, ab welchem Zeitpunkt die Expression von srp2 vollsta¨ndig repri-
miert ist, wurde eine Northern-Hybridisierung durchgefu¨hrt. Dazu wurde aus den Zellen
Gesamt-RNA isoliert und in einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt. Nach dem
Transfer auf eine Nylonmembran wurde die RNA mit der srp2 cDNA hybridisiert.
Wie aus dem Autoradiogramm in der Abb.3.21 hervorgeht, ist die srp2 mRNA in den
Zellen, die in thiaminfreiem Medium gewachsen sind, zu jeder Zeit nachweisbar. In den
Zellen, die im Medium mit Thiamin gewachsen sind, konnte bereits nach 12 Stunden keine
srp2 mRNA mehr detektiert werden.
Entsprechend den Angaben aus der Literatur wird der Wildtyp nmt1 Promotor be-
reits 3 Stunden nachdem die S.pombe Zellen in Medium mit Thiamin u¨berfu¨hrt wurden
vollsta¨ndig reprimiert (Maundrell, 1989).
Folglich verarmen die Zellen nach der Zugabe von Thiamin allma¨hlich an Srp2. Wie
die Wachstumskurve in der Abb.3.20 zeigt, dauert dieser Vorgang etwa 20 Stunden, bis das
Wachstum der Zellen zum Stillstand kommt. Dies ero¨ffnet die Mo¨glichkeit zu untersuchen,
welche physiologischen Auswirkungen die Verarmung von Srp2 auf die S.pombe Zellen
hat. Zuna¨chst wurde untersucht, ob die Zellen in einer bestimmten Phase des Zellzyklus
arretieren, wenn sie das Wachstum in Gegenwart von Thiamin einstellen. Dazu wurde eine
FACS-Analyse durchgefu¨hrt.
3.6.1 FACS-Analyse des konditional letalen srp2 Stamms
Mit dem Verfahren der FACS-Analyse kann die Gro¨ße und der DNA-Gehalt der Zellen
einer Kultur quantitativ erfaßt werden. Die Gro¨ße und der DNA-Gehalt geben Auskunft
daru¨ber, in welcher Phase des Zellzyklus sich eine Zelle befindet.
Wie bei ho¨heren Eukaryonten ist der Zellzyklus von S.pombe in vier Phasen unterteilt
und besteht aus der G1-, S-, G2- und der M-Phase. Allerdings weist der Zellzyklus von
S.pombe einige Besonderheiten auf:
S.pombe Zellen haben eine verla¨ngerte G2-Phase, die bis zu 75 % des Zellzyklus ein-
nimmt (Mitchison, 1970). Bei der Mitose wird die Kernmembran nicht aufgelo¨st. Deshalb
finden sa¨mtliche Vorga¨nge wa¨hrend der Mitose innerhalb des Zellkerns statt. Die Teilung
des Zellkerns geht der Zellteilung voraus, so daß die Zellen mit einem DNA-Gehalt von 2C
in die G1-Phase eintreten. Erst in der G1-Phase wird ein Septum gebildet, das die beiden
Tochterzellen voneinander trennt. Deshalb haben u¨ber 90 % der Zellen einer wachsenden
S.pombe Kultur einen DNA-Gehalt von 2C und eine sehr einheitliche Gro¨ße. Daher wird
bei der Messung der Zellgro¨ße und des DNA-Gehalts einer solchen Kultur mit Hilfe der
FACS-Analyse jeweils nur ein Peak erhalten. Dies ist in der Abb.3.22 am Beispiel einer
Kultur des Wildtyp Stamms L972 in Vollmedium gezeigt (L972, wt).
Wenn haploide S.pombe Zellen unter na¨hrstofflimitierenden Bedingungen kultiviert
werden, dann wird die Paarung der Zellen induziert. Dabei arretieren die Zellen in der
G1-Phase. In dieser Phase haben die Zellen einen DNA-Gehalt von 1C. Dies ist in der
Abbildung 3.22 am Beispiel einer Kultur des Stamms L972 demonstriert, die unter stick-
stofflimitierenden Bedingungen gewachsen ist (L972, -N). Wie die Messung der Zellgro¨ße
zeigt, sind diese Zellen kleiner als in der G2-Phase. Dies ist an dem nach
”
nach links ver-
schoben“ Peak zu erkennen. Weil nicht alle Zellen der Kultur in der G1-Phase arretiert
waren, wurden bei der Messung des DNA-Gehalts zwei Peaks erhalten, die einen DNA-
Gehalt von 1C und 2C repra¨sentieren.
Um das Wachstumsverhalten des konditional letalen Stamms mit Hilfe der
FACS-Analyse zu untersuchen, wurde der Stamm fu¨r 20, 24 und 28 Stunden in Medium
mit und ohne Thiamin kultiviert.
Wie die Abb.3.22 zeigt, haben u¨ber 90 % der Zellen einen DNA-Gehalt von 2C, die
fu¨r 20 Stunden in Medium ohne Thiamin gewachsen sind (srp2::his7, 20 h -T). Die Gro¨ße
dieser Zellen entspricht der Gro¨ße von Wildtyp-Zellen (vgl. L972, wt). Demnach wa¨chst
der Stamm unter diesen Bedingungen wie ein Wildtyp S.pombe Stamm.
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Abb. 3.22: FACS-Analyse des konditional letalen Stamms (srp2::his7), nach 20, 24 und 28 Stunden
Wachstum in Medium mit (+T) und ohne Thiamin (-T). Es sind die Meßwerte gezeigt, die mit dem
FSC-H (Zellgro¨ße) und dem FL2-A Detektor (DNA-Gehalt) erhalten wurden. Als Kontrolle sind die
Meßwerte eines Wildtyp Stamms gezeigt, der in Vollmedium (L972,wt) und in SSL Medium (L972,-
N) unter stickstofflimitierenden Bedingungen gewachsen ist.
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Die Wachstumskurve in der Abb.3.20 hat ergeben, daß der konditional letale Stamm in
Gegenwart von Thiamin das Wachstum nach ca. 20 Stunden einstellt. Hier ist mit Hilfe der
FACS-Analyse zu beobachten, daß die durchschnittliche Gro¨ße der Zellen zugenommen
hat, denn der Peak ist
”
nach rechts verschoben“.
Daru¨ber hinaus hat der Peak eine gro¨ßere Streuung bekommen, die darauf hinweist,
daß die Zusammensetzung der Kultur sehr heterogen geworden ist, d. h. sowohl große als
auch kleine Zellen entha¨lt (srp2::his7, 20 h +T).
Außerdem ist zu erkennen, daß der Anteil von Zellen mit einem DNA-Gehalt von 2C
zuru¨ckgegangen ist. Stattdessen tritt ein neuer Peak auf, der zeigt, daß ein Teil der Zellen
einen DNA-Gehalt von 4C bekommen hat. Nach 24 Stunden ist der Anteil dieser Zellen auf
etwa 50 % gestiegen. Dabei hat die Gro¨ße der Zellen noch etwas zugenommen (srp2::his7,
24 h +T). Doch bis zum Zeitpunkt von 28 Stunden hat sich die Zusammensetzung der
Kultur nicht mehr vera¨ndert (srp2::his7, 28 h +T). Wie die Wachstumskurve in der Abb.3.20
(S. 59) zeigt, hat der Stamm zu diesem Zeitpunkt das Wachstum vollkommen eingestellt.
Das deutet darauf hin, daß die Funktion von Srp2 nicht fu¨r die S-Phase, aber wa¨hrend der
G2-, M- und G1-Phase erforderlich ist.
Um das Ergebnis der FACS-Analyse zu u¨berpru¨fen, wurden die Kulturen mikrosko-
pisch untersucht. Dafu¨r wurden die Zellen nach 24 Stunden Wachstum mit Glutaralde-
hyd/Paraformaldehyd fixiert und mit DAPI gefa¨rbt, um den Zellkern sichtbar zu machen.
Wie die Abb.3.23 zeigt, haben die Zellen, die in Medium ohne Thiamin gewachsen
sind, einen sehr einheitlichen Pha¨notyp: Diese Zellen sind ca. 8 bis 14 µm lang und besitzen
einen, manchmal auch zwei Zellkerne. Das besta¨tigt das Ergebnis der FACS-Analyse und
zeigt, daß die Zellen unter diesen Bedingungen wachsen ko¨nnen.
Dagegen haben die Zellen aus der Kultur mit Thiamin einen sehr heterogenen Pha¨no-
typ: Die Kultur entha¨lt Zellen von sehr unterschiedlicher La¨nge, die von 8 bis zu 30 µm
reicht. Es fa¨llt auf, daß sich der Zellkern der verla¨ngerten Zellen nur sehr schlecht mit DAPI
anfa¨rben la¨ßt. In diesen Zellen ist die Fa¨rbung auf die Zellmitte konzentriert. Sie erstreckt
sich aber ha¨ufig auch bis in das Cytoplasma.
Vermutlich konnten diese Zellen keine Mitose mehr durchfu¨hren und waren nicht mehr
in der Lage sich zu teilen, denn sie haben nur einen Zellkern und kein Septum gebildet. Wie
die FACS-Analyse zeigt, waren diese Zellen trotzdem in der Lage ihre DNA zu replizieren,
das zu einem DNA-Gehalt von 4C gefu¨hrt hat.
In der Kultur kommen auch Zellen vor, deren Morphologie sich nicht von den Zellen
unterscheidet, die in Medium ohne Thiamin gewachsen sind. Das bedeutet, daß nicht alle
Zellen in der gleichen Phase des Zellzyklus arretiert sind.
Deshalb ist anzunehmen, daß der beobachtete Pha¨notyp eine indirekte Folge der Re-
pression von srp2 ist. Mo¨glicherweise wird das Wachstum der Zellen gehemmt, weil die
Zellen keine pra¨-mRNA mehr Spleißen ko¨nnen. Da etwa die Ha¨lfte der S.pombe Gene
Introns enthalten (Prabhala et al., 1992), wa¨re es mo¨glich, daß davon auch solche Gene
betroffen sind, die fu¨r das Wachstum der S.pombe Zellen essentiell sind. Deshalb wurde
mit Hilfe einer Northern-Hybridisierung untersucht, ob der konditional letale Stamm in
Gegenwart von Thiamin noch tfIId pra¨-mRNA spleißen kann.
3.6.2 Der konditional letale srp2 Stamm akkumuliert keine tfIId pra¨-mRNA
Fu¨r die Northern-Hybridisierung wurde aus dem konditional letalen Stamm nach 24 und
28 Stunden Wachstum in Medium mit und ohne Thiamin Gesamt-RNA isoliert. Die RNA
wurde in einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran trans-
feriert und mit der tfIId cDNA hybridisiert. Als Kontrolle wurde Gesamt-RNA aus dem
S.pombe Stamm SL11 aufgetragen, der das temperatursensitive Allel prp4-73ts besitzt und
bei der restriktiven Temperatur von 36 ˚ C pra¨-mRNA akkumuliert.
In der Abb.3.24 ist das Autoradiogramm dieser Northern-Hybridisierung abgebildet.
Wie die Abbildung zeigt, akkumulieren die Zellen in Gegenwart von Thiamin weder nach
24, noch nach 28 Stunden tfIId pra¨-mRNA.
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Abb. 3.23: Mikroskopische Untersuchung des konditional letalen srp2 Stamms nach 24 Stunden
Wachstum in Medium mit (+T) und ohne Thiamin (-T). Fu¨r die Fa¨rbung des Zellkerns mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffs DAPI wurden die Zellen mit Paraformaldehyd und Glutaraldehyd fixiert. Ph:
Aufnahmen der Zellen im Phasenkontrast. DAPI: Fa¨rbung der gleichen Zellen mit dem Fluoreszenz-
farbstoff DAPI. Der Balken entspricht einer La¨nge von etwa 5 µm.
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Abb. 3.24: Northern-Hybridisierung der Gesamt-RNA aus dem konditional letalen Stamm mit der
tfIId cDNA. Es bedeutet prp4-73ts: Gesamt-RNA aus dem temperatursensitiven Stamm SL11 bei
26 ˚ C und 36 ˚ C (Kontrolle); 24 h: Gesamt-RNA aus dem konditional letalen Stamm nach 24 Stun-
den Wachstum in Medium mit (+) und ohne (-) Thiamin; 28 h: Gesamt-RNA aus dem konditional
letalen Stamm nach 28 Stunden Wachstum in Medium mit (+) und ohne (-) Thiamin; p: pra¨-mRNA,
m: mRNA. Es wurden jeweils 15 µg Gesamt-RNA aufgetragen. Als Sonde wurde die tfIId cDNA
verwendet.
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Dieses Ergebnis ko¨nnte bedeuten, daß Srp2 nicht fu¨r das Spleißen von pra¨-mRNA erfor-
derlich ist und eine andere Funktion ausfu¨hrt, als bisher angenommen wurde. Eine andere
Mo¨glichkeit wa¨re, daß Srp2 nur fu¨r das Spleißen von einer oder mehreren spezifischen pra¨-
mRNAs gebraucht wird und deshalb keine Akkumulation von tfIId pra¨-mRNA beobachtet
wurde.
Auch bei ho¨heren Eukaryonten werden die SR-Proteine nicht immer fu¨r das Spleißen
von allen pra¨-mRNAs beno¨tigt: So konnte sich z. B. die Fruchtfliege Drosophila nach der
Deletion des SR-Proteins B52/SRp55 zwar nur noch bis zum zweiten Larvenstadium ent-
wickeln, doch weder das konstitutive noch das alternative Spleißen von fu¨nf getesteten
pra¨-mRNAs ist dadurch beeintra¨chtigt gewesen (Ring & Lis, 1994). Dennoch kann mit
diesem SR-Protein das Spleißen von pra¨-mRNA in HeLa S100 in vitro Spleißextrakten
komplementiert werden.
Eine spezifische Funktion von Srp2 wu¨rde auch die Ergebnisse erkla¨ren, die bei der
¨Uberexpression der RNA-Bindungsdoma¨nen in S.pombe erhalten wurden: Im Gegensatz
zu Srp1 wurde bei der ¨Uberexpression der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 keine
Akkumulation von tfIId pra¨-mRNA beobachtet. Dies ko¨nnte durch die unterschiedliche
RNA-Bindungsspezifita¨t der RNA-Bindungsdoma¨nen von Srp1 und Srp2 bedingt sein.
Einen weiteren Hinweis auf eine spezifische Funktion von Srp2 lieferte die Fusion mit
der RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1. Durch die zweite RNA-Bindungsdoma¨ne wird die
Akkumulation von tfIId pra¨-mRNA aufgehoben, die durch die ¨Uberexpression der RNA-
Bindungsdoma¨ne von Srp1 verursacht wird (s. S.54, Abb.3.15, RBDSrp1RDB2-RRDSrp2).
Das ko¨nnte bedeuten, daß die spezifische Funktion von Srp2 von der zweiten RNA-
Bindungsdoma¨ne bestimmt wird.
Durch den konditional letalen srp2 Stamm ero¨ffnete sich die Mo¨glichkeit, die Funktion
der RNA-Bindungsdoma¨nen von Srp1 und Srp2 mit Hilfe von Komplementierungexperi-
menten in vivo zu untersuchen.
3.7 Komplementierung des konditional letalen srp2 Stamms
Um die Komplementierungstests durchfu¨hren zu ko¨nnen, mußte zuna¨chst ein Vektor kon-
struiert werden, der die Expression einer cDNA im konditional letalen Stamm ermo¨glicht.
Fu¨r die Herstellung dieses Expressionsvektors wurde der Promotor des srp2 Gens verwen-
det.
3.7.1 Herstellung eines Expressionsvektors mit dem Promotor des srp2 Gens
Bei der Charakterisierung des konditional letalen srp2 Stamms wurde festgestellt, daß die
beiden 3,3 und 3,5 kb großen genomischen Fragmente des srp2 Gens, den Stamm in Ge-
genwart von Thiamin komplementieren ko¨nnen (s. S.58, Abb.3.19). Die Fragmente besit-
zen jeweils einen 300 und 1.500 bp großen Bereich der 5’-flankierenden Region des srp2
Gens (s. S.42, Abb.3.3, Nr.2 und 11).
Weil das 3,3 kb große Fragment den konditional letalen Stamm komplementieren kann,
ist anzunehmen, daß sich in der 300 bp großen 5’-flankierenden Region der vollsta¨ndige
srp2 Promotor befindet. Diese Region wurde mit Hilfe einer PCR-Reaktion amplifiziert (s.
Material und Methoden S.15). Das 300 bp große PCR-Produkt wurde in den Vektor pUC19
ligiert. Anschließend wurde der nmt1 Promotor aus dem Vektor pREP2 (Maundrell, 1993)
entfernt und durch das 300 bp große PCR-Produkt ersetzt.
Auf diese Weise wurde ein Expressionsvektor erhalten, der den srp2 Promotor entha¨lt.
Eine Restriktionskarte des Vektors, der pML1 genannt wurde, ist in der Abb.3.25 abgebil-
det.
Die Funktion des srp2 Promotors wurde durch einen Komplementierungstest u¨berpru¨ft.
Dafu¨r wurde die srp2 cDNA in den Vektor ligiert und in den konditional letalen Stamm
transformiert. Als Kontrolle diente der Vektor ohne Insert.
64
3.7 Komplementierung des konditional letalen srp2 Stamms
Polylinker von pML1:
BamHI SmaI
3’ ..g ttc ttg gtt gat ggg ttt ttt TAC CCT AGG GGC CC. 5’
5’ ..c aag aac caa cta ccc aaa aaa ATG GGA TCC CCG GG. 3’
Abb. 3.25: Vektorkarte von pML1. Es bedeuten: Psrp2, srp2 Promotor; Tnmt1, nmt1 Terminator. Der
Vektor entha¨lt das ars1 Element und das ura4+ Gen fu¨r die Selektion in S.pombe, sowie Sequenzen
aus dem Vektor pUC119 zur Selektion in E.coli. Die Sequenz des pML1 Polylinkers, der auf den
srp2 Promotor folgt, ist unten angegeben. Das Startcodon ATG, das fu¨r die Translation verwendet
wird, befindet sich vor der BamHI Schnittstelle.
1 1
2 3 2 3
44
+Thi -Thi
Abb. 3.26: Komplementierung des konditional letalen Stamms mit der srp2 cDNA (1), dem Vektor
pML1 (2), dem Konstrukt RBDSrp1RDB2-RRDSrp2 (3) und der Srp1 cDNA (4). Links: Medium
mit Thiamin (+Thi). Rechts: Medium ohne Thiamin (-Thi).
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Nach der Transformation wurde nach Uracil prototrophen Transformanten selektiert.
Anschließend wurde das Wachstum der Transformanten auf Medium mit und ohne Thiamin
getestet. Wie die Abb.3.26 zeigt, wird der Stamm von der srp2 cDNA (Abb.3.26; +Thi, 1),
aber nicht durch den Vektor komplementiert (Abb.3.26; +Thi, 2). Folglich lassen sich mit
Hilfe dieses Vektors cDNAs im konditional letalen srp2 Stamm exprimieren.
3.7.2 Die RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 kann die Funktion der ersten
RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 ersetzen
Um zu untersuchen, ob das Konstrukt, das aus der RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 sowie
der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne und der argininreichen Doma¨ne von Srp2 zusammen-
gesetzt ist (s. S.54, Abb.3.15, RBDSrp1RDB2-RRDSrp2), den konditional letalen Stamm
komplementieren kann, wurde es in den Vektor pML1 ligiert.
Zusa¨tzlich wurde getestet, ob der Stamm von Srp1 komplementiert wird. Dafu¨r wur-
de die srp1 cDNA in den Vektor pML1 ligiert. Die Konstrukte wurden in den konditional
letalen srp2 Stamm transformiert und das Wachstum der Transformanten auf Medium mit
und ohne Thiamin getestet. Wie die Abb.3.26 zeigt, wird der Stamm nicht von der srp1
cDNA komplementiert (+Thi, 4). Das bedeutet, daß Srp1 und Srp2 unterschiedliche Funk-
tionen besitzen.
Bereits bei der ¨Uberexpression des Konstrukts RBDSrp1RDB2-RRDSrp2 wurde beob-
achtet, daß die zweite RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 die Funktion der RNA-Bindungs-
doma¨ne von Srp1 vera¨ndert. Wie die Abbildung 3.26 zeigt (+Thi, 3), komplementiert dieses
Konstrukt den konditional letalen Stamm.
Demnach wird die Funktion der RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 durch die Fusion mit
der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne so vera¨ndert, daß sie die erste RNA-Bindungsdoma¨ne
von Srp2 ersetzen kann. Das deutet darauf hin, daß die spezifische Funktion von Srp2
hauptsa¨chlich von der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne bestimmt wird.
Daru¨ber hinaus demonstriert dieser Versuch den besonderen Aufbau der SR-Proteine:
Untersuchungen an den SR-Proteinen aus dem Menschen haben bereits gezeigt, daß diese
Proteine eine modulare Struktur besitzen. Zum Beispiel haben die Spleißfaktoren SC35 und
ASF/SF2 eine bzw. zwei RNA-Bindungsdoma¨nen. Die RNA-Bindungsdoma¨ne von SC35
ist in der Lage die Funktion der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne von ASF/SF2 zu ersetzen.
Dabei wurde in vitro weder die Spleißaktivita¨t noch die Spezifita¨t von ASF/SF2 vera¨ndert
(Chandler et al., 1997).
Die Komplementierung des konditional letalen Stamms zeigt damit erstmals, daß es
mo¨glich ist die RNA-Bindungsdoma¨nen auszutauschen, ohne ihre Funktion in vivo zu be-
eintra¨chtigen.
3.7.3 Gerichtete Mutagenese der srp2 cDNA
Um zu untersuchen welche der verschiedenen Sequenzmotive fu¨r die Funktion von Srp2
essentiell sind, wurde die srp2 cDNA mit Hilfe einer gerichtete Mutagenese nach dem
Verfahren von Kunkel et al. (1987) mutiert. Dafu¨r wurde die srp2 cDNA in den M13 Vektor
M13mp19 ligiert. Die Mutagenese wurde mit Hilfe der in der Tabelle 2.7 aufgefu¨hrten
Oligonukleotide durchgefu¨hrt (s. Material und Methoden S.34). Es wurden verschiedene
Mutationen in den RNA-Bindungsdoma¨nen und in der argininreichen Doma¨ne erzeugt:
In der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne wurde die Signatursequenz DARDAR in die Se-
quenz NVNNVQ mutiert. Außerdem wurde die in allen SR-Proteinen mit zwei RNA-
Bindungsdoma¨nen konservierte Sequenz SWQDLKD durch die Sequenz ALQNVRN er-
setzt (s. S.51). Es wurde auch eine Doppelmutante erzeugt, in der beide Signatursequenzen
mutiert sind. Zusa¨tzlich wurde eine cDNA hergestellt, in der alle 14 Tyrosine, die sich
in der argininreichen Doma¨ne im Sequenzmotiv DEYRR befinden, durch die Aminosa¨ure
Phenylalanin ausgetauscht sind (Gross, 1999).
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Bei der Mutagenese wurde darauf geachtet, daß die Sequenzmotive durch Aminosa¨uren
mit a¨hnlichen Eigenschaften ersetzt werden, um die Sekunda¨rstruktur von Srp2 mo¨glichst
nicht zu vera¨ndern.
Die Auswirkungen der Mutationen wurde in vivo durch die Komplementierung des
konditional letalen srp2 Stamms getestet. Dafu¨r wurden die mutierten cDNAs in den Vektor
pML1 ligiert.
Durch die Mutagenese der beiden SR-Elemente SR1 und SR2 wurde bereits gezeigt,
daß diese Sequenzmotive fu¨r den Transport von Srp2 in den Zellkern erforderlich sind und
als Kerntransportsignal dienen (s. S.49, Abb.3.10). In den beiden SR-Elementen wurden
sa¨mtliche Serine durch Alanin ersetzt. Um die Auswirkungen dieser Mutationen auf das
Wachstum des konditional letalen srp2 Stamms zu untersuchen, wurden auch diese mutier-
ten cDNAs in den Vektor pML1 ligiert.
Nach der Transformation in den konditional letalen Stamm wurde das Wachstum der
Transformanten durch Ausstreichen auf Minimalmedium mit und ohne Thiamin getestet.
Als Kontrolle diente die srp2 cDNA im Vektor pML1. Das Ergebnis dieses Komplementie-
rungstests ist in der Abbildung 3.27 gezeigt und in der Abbildung 3.28 zusammengefaßt.
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Abb. 3.27: Komplementierung des konditional letalen Stamms mit den mutierten srp2 cDNAs.
Wachstum der Transformanten nach 5 Tagen bei 30 ˚ C. Links, Medium ohne Thiamin (-Thi); Rechts,
Medium mit Thiamin (+Thi). Es sind: 1, srp2 cDNA; 2, RBD1*; 3, RBD2*; 4, RBD1*RBD2*; 5,
SR1*; 6, SR2*; 7, SR1*SR2*; 8, DEYRR*. Alle Konstrukte wurden mit dem Vektor pML1 expri-
miert.
Wie bereits gezeigt wurde, ist die srp2 cDNA in der Lage den konditional letalen
Stamm zu komplementieren. Dagegen haben die Mutationen in den Signatursequenzen
der beiden RNA-Bindungsdoma¨nen unterschiedliche Auswirkungen auf das Wachstum des
Stamms:
Wa¨hrend die cDNA mit der Mutation in der Signatursequenz DARDAR den Stamm
komplementiert, waren die cDNAs mit der Mutation in der Signatursequenz SWQDLKD
nicht in der Lage den Stamm zu komplementieren.
Die Signatursequenz der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne (DARDAR) liegt in unmittelba-
rer Na¨he des RNP-1 Motivs. Untersuchungen an verschiedenen RNA-
bindenden Proteinen haben ergeben, daß die aromatischen Aminosa¨uren des RNP-1 Mo-
tivs fu¨r die Bindung an die RNA erforderlich sind. Bei der Mutagenese von Srp2 wurden
diese Aminosa¨uren jedoch nicht vera¨ndert. Das mutierte Protein sollte daher noch in der
Lage sein an RNA zu binden.
Von Caceres & Krainer (1993) wurden vergleichbare Untersuchungen mit dem SR-
Protein ASF/SF2 aus dem Menschen durchgefu¨hrt: Nach der Mutagenese der Sequenz
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1.) Srp2
2.) RBD1*
3.) RBD2*
4.) RBD1*RBD2*
5.) SR1*
6.) SR2*
7.) SR1*SR2*
8.) DEYRR*
SWQDLKD
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Abb. 3.28: Komplementierung des konditional letalen Stamms mit den mutierten cDNAs von srp2.
Es bedeuten: Rechteck, RBD1; Sechseck, RBD2; Oval, RRD. Die Signatursequenzen der RNA-
Bindungsdoma¨nen und deren Punktmutationen sind jeweils angegeben. Das Ergebnis der Komple-
mentierung ist jeweils angezeigt (+Thi).
DPRDAE, die sich an der gleichen Position wie die Sequenz DARDAR befindet (s. Abb.3.1,
S.39), wurden in vitro keine Auswirkungen auf das konstitutive und alternative Spleißen
festgestellt. Erst nach der Mutagenese der aromatischen Aminosa¨uren im RNP-1 Motiv
komplementierte ASF/SF2 in vitro keine Spleißreaktionen mehr. Die Mutagenese von Srp2
zeigt, daß dieses Sequenzmotiv auch in vivo nicht fu¨r die Funktion erforderlich ist.
Im Gegensatz dazu fu¨hrt die Mutation in der Signatursequenz der zweiten RNA-
Bindungsdoma¨ne zum Verlust der Funktion von Srp2. Das Sequenzmotiv SWQDLKD ist in
allen SR-Proteinen mit zwei RNA-Bindungsdoma¨nen enthalten und ist in Position und Se-
quenz hochkonserviert. Dieser Komplementierungversuch zeigt zum ersten Mal, daß dieses
Sequenzmotiv in vivo eine essentielle Funktion hat.
Dennoch ist Bedeutung dieser Signatursequenz fu¨r die Funktion der SR-Proteine un-
klar. Das Sequenzmotiv SWQDLKD liegt zwischen dem RNP-1 und RNP-2 Sequenzmo-
tiv, die in der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne nur schwach konserviert sind. Es ist daher
unwahrscheinlich, daß es an einer direkten Interaktion mit der RNA beteiligt ist. Mo¨gli-
cherweise wird dieses Sequenzmotiv fu¨r die Wechselwirkung mit anderen Spleißfaktoren
beno¨tigt (s. Diskussion).
Durch die Fusion mit dem Green Fluorescent Protein konnte gezeigt werden, daß Srp2
im Zellkern von S.pombe lokalisiert ist. Srp2 gelangt nicht mehr in den Kern, wenn die
beiden SR-Elemente mutiert sind. Dies ist wahrscheinlich die Ursache dafu¨r, weshalb diese
cDNA den konditional letalen Stamm nicht komplementiert. Dieses Ergebnis zeigt, daß fu¨r
die Funktion von Srp2 eine Lokalisation im Zellkern erforderlich ist.
Durch die Mutagenese des Sequenzmotivs DEYRR wurde Srp2 am sta¨rksten vera¨ndert.
Weil dieses Sequenzmotiv elfmal in der argininreichen Doma¨ne vorkommt und vielleicht
als Phosphorylierungsstelle einer Proteinkinase dienen ko¨nnte, wurden sa¨mtliche Tyrosi-
ne durch die Aminosa¨ure Phenylalanin ersetzt. Die Aminosa¨ure Phenylalanin kann nicht
phosphoryliert werden, weil sie keine 4’-0H-Gruppe besitzt.
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Wie die Abbildung 3.28 zeigt, wurde der konditional letale srp2 Stamm trotzdem von
dieser mutierten cDNA komplementiert. Demnach ist dieses Sequenzmotiv nicht fu¨r die
Funktion von Srp2 essentiell. Es ist daher unwahrscheinlich, daß es als Phosphorylierungs-
stelle dient, bzw. eine Phosphorylierung der Tyrosine fu¨r die Funktion von Srp2 erforderlich
ist.
3.8 Wird Srp2 fu¨r das Spleißen einer spezifischen pra¨-mRNA
beno¨tigt?
Die Charakterisierung des konditional letalen Stamms sowie die ¨Uberexpression von Srp2
hat ergeben, daß dieses Protein mo¨glicherweise eine spezifische Funktion beim Spleißen
von pra¨-mRNA ausu¨bt, d. h. fu¨r das Spleißen von einer oder mehreren spezifischen pra¨-
mRNAs erforderlich sein ko¨nnte.
Im konditional letalen Stamm kann die Expression des srp2 Gens vollsta¨ndig repri-
miert werden. Es ko¨nnte sein, daß sich dabei die pra¨-mRNAs in den Zellen anha¨ufen, die
abha¨ngig von Srp2 gespleißt werden. Bisher wurde das Spleißen von pra¨-mRNA im kondi-
tional letalen Stamm nur am Beispiel des tfIId Gens getestet. Um gezielt nach spezifischen
mRNAs zu suchen, wurde der Stamm mit Hilfe eines Differential Displays untersucht.
Das Verfahren des Differential Display (DDRT-PCR) wurde urspru¨nglich fu¨r die Iden-
tifizierung und Klonierung von differentiell exprimierten Genen in vielzelligen Lebewesen
entwickelt. Differentiell exprimierte Gene sind nur in bestimmten Zell- oder Gewebetypen
aktiv. Mit Hilfe dieser Methode ist es mo¨glich die cDNAs dieser Gene zu isolieren.
Die Abb.3.29 zeigt die Funktionsweise des Differential Display: Mit Hilfe von
Oligo(dT11-V) Primern wird die mRNA eines Zell- oder Gewebetyps revers transkribiert.
Die Oligo(dT11) Primer haben an ihrem 3’-Ende jeweils ein C, G oder A Nukleotid. Darum
werden diese Oligonukleotide auch als verankerte (anchored) Primer bezeichnet.
Mit Hilfe dieser Primer werden bei der reversen Transkription drei Fraktionen von
cDNAs erhalten, deren letztes Nukleotid vor dem Poly(A)-Schwanz ein G, C oder T ist
(Abb.3.29). Aus den drei Fraktionen werden anschließend durch die Verwendung von Pri-
mern mit zufa¨lliger Sequenz Abschnitte spezifischer mRNAs amplifiziert. Um zu gewa¨hr-
leisten, daß dabei von jeder mRNA einer Probe mindestens ein PCR-Produkt erhalten wird,
muß eine angemessene Zahl von Primern verwendet werden.
Die Anzahl der verwendeten Primer richtet sich dabei nach der Genomgro¨ße des unter-
suchten Organismus. Zum Beispiel werden fu¨r die Untersuchung von RNA-Proben aus dem
Menschen jeweils drei Oligo(dT11-V) Primer und 48 5’-Primer mit zufa¨llig ausgewa¨hlter
Sequenz beno¨tigt.
Die PCR-Produkte werden anschließend in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Dabei
erha¨lt man ein Bandenmuster, dessen Banden jeweils einen Abschnitt einer spezifischen
mRNA repra¨sentieren. Die Intensita¨t einer Bande gibt dabei Auskunft u¨ber die Sta¨rke der
Expression einer mRNA in der untersuchten RNA-Probe. Durch den Vergleich der Ban-
denmuster von RNA-Proben aus verschiedenen Zell- oder Gewebetypen ist es mo¨glich
differentiell exprimierte mRNAs zu identifizieren.
Es ist aber auch mo¨glich mit Hilfe dieser Methode alternativ gespleißte mRNAs zu
isolieren: Wenn ein Primer in einem Exon bindet, das in verschiedenen Geweben alterna-
tiv gespleißt wird, indem z. B. verschiedene Exons miteinander kombiniert werden, dann
kann sich die Gro¨ße des PCR-Produkts dieser mRNA a¨ndern. Nach der Auftrennung der
PCR-Produkte stellt sich diese Gro¨ßenvera¨nderung auf dem Autoradiogramm als
”
shift“
der betreffenden Bande dar.
Fu¨r das Differential Display wurde aus dem konditional letalen srp2 Stamm Gesamt-
RNA isoliert. Fu¨r die RNA-Isolierung wurden die Zellen fu¨r 20 Stunden in Minimalmedi-
um mit und ohne Thiamin kultiviert.
Mit den RNA-Proben wurde eine DDRT-PCR durchgefu¨hrt. Dazu wurden 3 verankerte
Oligo(dT11-V) Primer und 8 5’-Primer mit zufa¨llig ausgewa¨hlter Sequenz verwendet. Die
PCR-Produkte wurden in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt.
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GTTTTTTTTTTCGAA
AAGCTTGATTGGC
GTTTTTTTTTTCGAA
AAGCTTGATTGGC
α[32P]dCTP
5’-AAGCTTTTTTTTTTTG-3’ (H-T11-G)
5’-AAGCTTGATTGCC-3’ (H-AP-1)
dNTPs
GTTTTTTTTTTCGAA
CAAAAAAAAAAA-An
MMLV Reverse Transkriptase
dNTPs
5’-AAGCTTTTTTTTTTTG-3’ (H-T11-G)
GAAAAAAAAAAA-An
UAAAAAAAAAAA-An
CAAAAAAAAAAA-An
1. Reverse Transkription
mRNA Population
2. PCR-Reaktion
3. Polyacrylamid-Gel
RNA Probe: A B
Abb. 3.29: Funktionsweise des Differential Display. (1) Mit Hilfe von verankerten Oligo(dT11-V)
Primern wird die mRNA einer RNA-Probe revers transkribiert. Dabei erha¨lt man drei Fraktionen
von cDNAs, die vor dem Beginn des Poly(A)-Schwanzes jeweils ein G, C, oder T Nukleotid ha-
ben. Aus Gru¨nden der ¨Ubersichtlichkeit ist hier nur die reverse Transkription von einer mRNA mit
dem Oligo(dT11-G) Primer gezeigt. (2) Nach der reversen Transkription werden mit Hilfe von Pri-
mern mit zufa¨llig ausgewa¨hlter Sequenz (H-AP-1) Abschnitte der cDNAs amplifiziert. Dabei wird
die DNA mit Hilfe von α[32P]dCTP radioaktiv markiert. (3) Die PCR-Produkte werden in einem
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das Autoradiogramm des Gels liefert ein Bandenmuster, in dem jede
Bande einen Abschnitt einer spezifischen mRNA repra¨sentiert. Durch den Vergleich der Bandenmu-
ster, die mit RNA-Proben aus verschiedenen Geweben (A und B) erhalten werden, ko¨nnen differen-
tiell exprimierte Gene identifiziert werden (Pfeil).
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+ - + - + -
3G 5G3C
Abb. 3.30: Autoradiogramm der PCR-Produkte, die mit dem Differential Display erhalten wurden.
Es sind die PCR-Produkte gezeigt, die mit den Primern (3C), H-AP-3 und H-T11-C, (3G), H-AP-3
und H-T11-G, sowie (5G), H-AP-5 und H-T11-G erhalten wurden. Die Banden, deren Gro¨ße bei der
Repression von Srp2 zugenommen hat, sind mit Pfeilen markiert. Es bedeuten: (+), PCR-Produkte
aus den RNA-Proben mit Thiamin; (–), PCR-Produkte aus den RNA-Proben ohne Thiamin.
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Abb. 3.31: Reamplifikation und Southern-Hybridisierung der PCR-Produkte. (A) Die PCR-Produkte,
deren Gro¨ße bei der Repression von Srp2 zugenommen hat wurden aus dem Polyacrylamidgel ausge-
schnitten und mit den Primerpaaren (3C), H-AP-3 und H-T11-C, (3G), H-AP-3 und H-T11-G sowie
(5G), H-AP-5 und H-T11-G reamplifiziert und in einem Agarosegel aufgetrennt. (B) Die Reamplifika-
te wurden auf eine Nylonmembran transferiert und mit den radioaktiv markierten PCR-Produkten aus
den Reaktionen 3C+, 3G+ und 5G+ hybridisiert. Es bedeuten: M, 100 bp Marker (MBI-Fermentas).
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Bei der Auswertung des Autoradiogramms wurde nach Banden gesucht, deren Gro¨ße
bei der Repression von Srp2 zugenommen hat. Bei diesen Banden ko¨nnte es sich um PCR-
Produkte von mRNAs handeln, die nicht mehr oder nur noch unvollsta¨ndig gespleißt wur-
den, d. h. noch ein oder mehrere Introns enthalten.
In den PCR-Produkten der Primerpaar-Kombinationen 3C, 3G und 5G wurden drei
”
shifts“ gefunden, die sich nach Wiederholung der PCR-Reaktionen reproduzieren ließen.
Das Autoradiogramm dieser PCR-Produkte zeigt die Abbildung 3.30.
Die Banden wurden aus dem Polyacrylamidgel ausgeschnitten und mit den entspre-
chenden Primerpaar-Kombinationen reamplifiziert. Die PCR-Produkte wurden anschlie-
ßend in einem Agarosegel aufgetrennt. Es wurden Banden mit einer Gro¨ße von 150 bis
300 bp erhalten (Abb.3.31-A). Die Gro¨ßendifferenz der Banden aus den PCR-Reaktionen
mit und ohne Thiamin reicht von 50 bis 100 bp. S.pombe Introns haben eine durchschnitt-
liche Gro¨ße von 40 bis 120 bp (Prabhala et al., 1992). Folglich ko¨nnte es sich bei den
markierten Banden in den Spuren 3C+, 3G+ und 5C+ um PCR-Produkte unvollsta¨ndig
gespleißter mRNAs handeln.
Um zu testen, ob diese Banden aus den gleichen Transkripten hervorgegangen sind,
wurde eine Southern-Hybridisierung durchgefu¨hrt. Dazu wurden die reamplifizierten PCR-
Produkte auf eine Nylonmembran u¨bertragen und mit den radioaktiv markierten PCR-
Produkten 3C+, 3G+ und 5G+ hybridisiert.
Wie aus dem Autoradiogramm in der Abb.3.31-B hervorgeht, hybridisieren die Sonden
nicht mit den PCR-Produkten 3C-, 3G- und 5G-. Folglich sind diese PCR-Produkte nicht
aus denselben Transkripten hervorgegangen.
Dies kann verschiedene Ursachen haben: Einerseits besteht die Mo¨glichkeit, daß es
sich bei den beobachteten
”
shifts“ um PCR-Produkte von mRNAs handeln ko¨nnte, die eine
Funktion im Thiaminstoffwechsel haben, d. h. durch den nmt Promotor reguliert werden,
so daß sie in An- bzw. Abwesenheit von Thiamin unterschiedlich stark exprimiert wer-
den. Andererseits besteht die Mo¨glichkeit, daß die verwendete Primerpaar-Kombinationen
ungeeignet sind, um die von Srp2 abha¨ngig gespleißten pra¨-mRNAs zu isolieren. Um zu
untersuchen, welche dieser Mo¨glichkeiten zutreffen, sind jedoch weitere Experimente er-
forderlich.
3.9 Das Exon 6 von srp2 entha¨lt eine mo¨gliche Splicing Enhancer
Sequenz
Bei der na¨heren Untersuchung der Sequenz des srp2 Gens ist in Exon 6 eine kurze pu-
rinreiche Sequenz (GAAAGAAGAAGAAGAGAGAA) aufgefallen, die große ¨Ahnlichkeit
mit der Sequenz von Splicing Enhancer Elementen aus dem Menschen hat. Als Splicing
Enhancer werden Sequenzelemente einer pra¨-mRNA bezeichnet, die das Spleißen von be-
nachbarten Introns aktivieren oder fo¨rdern ko¨nnen. Sie bestehen in der Regel aus kurzen
purinreichen Sequenzen, in denen oft die Nukleotidabfolge GAR (R = G oder A) in mehr-
facher Wiederholung gefunden wird (Graveley et al., 1998). Dieses Sequenzmotiv ist auch
in der purinreichen Sequenz von srp2 enthalten.
Splicing Enhancer Elemente treten ha¨ufig in der Na¨he von solchen Introns oder Exons
auf, die alternativ gespleißt werden, oder deren Spleißstellen von der Konsensussequenz
abweichen.
Wie die Abb.3.32 zeigt, wird die Erkennung dieser Spleißstellen durch die Bindung
von SR-Proteinen an die Splicing Enhancer Elemente ermo¨glicht. Man stellt sich vor, daß
die an der Enhancer Sequenz gebundenen SR-Proteine mit den snRNPs interagieren und
so den Kontakt zwischen der Spleißstelle und dem Spleißosom herstellen. Die Spleißstelle
kann daraufhin vom Spleißosom erkannt und fu¨r die Spleißreaktion verwendet werden.
Auf diese Weise ko¨nnen die Splicing Enhancer Elemente das Spleißen von Exons oder
Introns u¨ber eine Distanz von bis zu 500 Nukleotiden beeinflussen (Schaal & Maniatis,
1999). Das alternative Spleißen wird wahrscheinlich durch die sequenzspezifische Bindung
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der SR-Proteine an bestimmte Splicing Enhancer Elemente reguliert.
     
  
SE
5’ss
5’Exon
Bp
3’
3’ss
5’ss
snRNP U1
SR-Protein
snRNP U1
Abb. 3.32: Schema der Funkion eines Splicing Enhancer Elements beim konstitutiven und alterna-
tiven Spleißen von pra¨-mRNA. Das SR-Protein bindet an das Splicing Enhancer Element und tritt
dabei mit dem snRNP U1 in Kontakt, das an die 5’-Spleißstellen der benachbarten Introns bindet.
Die purinreiche Sequenz in Exon 6 ist ein Hinweis dafu¨r, daß die srp2 pra¨-mRNA
alternativ gespleißt werden ko¨nnte.
Srp2 hat große ¨Ahnlichkeit mit den SR-Proteinen aus dem Menschen. Von den SR-
Proteinen SRp20, SRp40 und Srp55 wurden bereits alternativ gespleißte mRNAs gefunden
(Jumaa & Nielsen, 1997, Screaton et al., 1995). Diese kodieren fu¨r verku¨rzte Formen der
SR-Proteine, die nur noch aus der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne bestehen. Ein Beispiel
dafu¨r ist das SR-Protein SRp40: Es hat zwei RNA-Bindungsdoma¨nen und eine RS-Doma¨ne
und wird von einem Gen kodiert, das aus 8 Exons und 7 Introns besteht.
Eine der alternativ gespleißten Formen dieses Gens entsteht dadurch, daß das Intron
5 nicht aus der mRNA herausgespleißt wird. Dieses Intron entha¨lt in allen drei Lesera-
stern mehrere Stopcodons. Durch den Verbleib dieses Introns in der mRNA wird das offe-
ne Leseraster so unterbrochen, daß nur noch die erste RNA-Bindungsdoma¨ne von SRp40
translatiert werden kann (Du & Taub, 1997). Weil sich zwischen der ersten und zweiten
RNA-Bindungsdoma¨ne von srp2 ebenfalls ein Intron befindet, ist es denkbar, daß dieses
Gen auf eine a¨hnliche Art und Weise gespleißt werden ko¨nnte.
Um zu untersuchen, ob es von der srp2 mRNA alternativ gespleißte Formen gibt wurde
eine RT-PCR durchgefu¨hrt. Die RT-PCR ermo¨glicht den direkten und spezifischen Nach-
weis der mRNAs einer Zelle. Dazu wird die mRNA zuna¨chst revers transkribiert (RT) und
die dabei entstehendene cDNA mit Hilfe einer darauffolgenden PCR-Reaktion amplifiziert.
Fu¨r die RT-PCR wurden zwei 3’-spezifische Primer synthetisiert: Der Primer A bindet
im Intron 6, das der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne von srp2 folgt (Abb.3.33). Der Primer
B bindet im Exon 10 von srp2 (Abb.3.33). Als 5’-spezifischer Primer wurde ein Oligonu-
kleotid verwendet, das am Beginn von Exon 1 bindet (Abb.3.33; 5’-Primer).
Wenn es von der srp2 mRNA alternativ gespleißte Formen gibt, dann ko¨nnten diese
mit den Primern A und B nachgewiesen werden: Die konstitutiv gespleißte Form der srp2
mRNA wu¨rde mit dem Primer B ein PCR-Produkt von ca. 550 bp liefern. PCR-Produkte,
die sich von alternativ gespleißten Formen der srp2 mRNA ableiten, ko¨nnten entweder
kleiner oder gro¨ßer als 550 bp sein, je nachdem, auf welche Weise die srp2 pra¨-mRNA
gespleißt wird. So ko¨nnten z. B. verschiedene Exons miteinander kombiniert werden, oder,
wie beim alternativen Spleißen der SR-Proteine aus dem Menschen, bestimmte Introns in
der mRNA verbleiben.
Eine solche mRNA kann mit dem Primer A amplifiziert werden: Wenn aus der srp2
mRNA z. B. alle Introns bis auf das Intron 6 entfernt sind, wu¨rde man mit diesem Primer ein
PCR-Produkt von ca. 320 bp erhalten. PCR-Produkte, die gro¨ßer als 320 bp sind, ko¨nnten
noch weitere Introns oder Exons enthalten. So wu¨rde z. B. die srp2 pra¨-mRNA mit diesem
Primer ein PCR-Produkt von ca. 600 bp liefern.
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5’-Primer
Primer BPrimer A
RBD1 RBD2 RRD
86 37 6 25 70 74 100 58843
44 56 40 52 49 190 88 44 55
GAAAGAAGAAGAAGAGAGAA
Abb. 3.33: Primer fu¨r den Nachweis der srp2 (pra¨-)mRNA in S.pombe Zellen. Es wurden zwei 3’
spezifische Primer hergestellt. Der Primer A bindet im Intron 6, der Primer B im Exon 10 von srp2.
Als 5’ spezifischer Primer wurde eine Oligonukleotid verwendet, daß im Exon 1 bindet. Introns sind
als Linien, Exons als Rechtecke gezeichnet. Die La¨nge der Exons und Introns ist in Basenpaaren
angegeben. Die Exons 1 bis 6 kodieren die erste, die Exons 7, 8 und 9 die zweite RNA-Bindungs-
doma¨ne von Srp2. Die carboxyterminale argininreiche Doma¨ne wird vom Exon 10 kodiert.
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Abb. 3.34: Produkte der RT-PCR-Reaktionen. In den Spuren 1–10 sind die PCR-Produkte aus den
folgenden Reaktionen aufgetragen: (1) mRNA mit Primer A. (2) mRNA mit Primer A, ohne RT-
Reaktion. (3) Genomisches srp2 Fragment mit Primer A. (4) mRNA mit Primer B. (5) mRNA mit
Primer B, ohne RT-Reaktion. (6) Genomisches srp2 Fragment mit Primer B. (7) srp2 cDNA mit
Primer B. (8) Primer B ohne RNA/DNA, Kontrolle. (9) mRNA mit Primer A. (10) Genomisches
srp2 Fragment mit Primer A. (M) Marker, 100 bp Leiter (MBI-Fermentas). Die Gro¨ße der Banden
ist jeweils angegeben. In allen PCR-Reaktionen wurde der 5’-spezifische Primer verwendet, der im
Exon 1 bindet. Die Pfeile markieren die Gro¨ße der PCR-Produkte, die mit den Primern A und B, mit
mRNA (A und B) oder mit pra¨-mRNA (A’ und B’) zu erwarten sind.
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Abb. 3.35: Schematische Darstellung der isolierten srp2 cDNAs, die ein oder mehrere Introns enthal-
ten. Nicht aus der srp2 mRNA herausgespleißte Introns sind durch fett gedruckte Linien eingezeich-
net. (A) 320 bp großes PCR-Produkt aus der S.pombe cDNA Bank. (B) 350 bp großes PCR-Produkt
aus der S.pombe cDNA Bank. (C) 1.500 bp große srp2 cDNA die bei der Koloniehybridisierung
isoliert wurde.
Die RT-PCR wurde mit mRNA durchgefu¨hrt, die aus einem S.pombe Wildtyp Stamm
(L972) isoliert wurde. Die Produkte der PCR-Reaktionen wurden in einem Agarosegel
aufgetrennt und sind in der Abbildung 3.34 gezeigt.
Um zu u¨berpru¨fen, ob die verwendete mRNA frei von chromosomaler S.pombe DNA
ist, wurde bei den PCR-Reaktionen in Spur 2 und 5 keine reverse Transkription durch-
gefu¨hrt. Zum Gro¨ßenvergleich wurden PCR-Produkte aufgetragen, die mit den Primern A
und B aus einem genomischen srp2 Fragment (Abb.3.34; Spuren 3, 6 und 10) und der srp2
cDNA amplifiziert wurden (Abb.3.34; Spur 7).
Mit dem Primer B wurde eine Bande mit einer Gro¨ße von 550 bp erhalten (Abb.3.34;
Spur 4, B). Es ist wahrscheinlich ein PCR-Produkt der konstitutiv gespleißten Form der
srp2 mRNA, denn es hat dieselbe Gro¨ße wie das PCR-Produkt, das mit der srp2 cDNA
und dem Primer B erhalten wurde (Abb.3.34; Spur 7, B).
Desweiteren wurde ein PCR-Produkt mit einer Gro¨ße von etwa 1.200 bp erhalten. Es
ist in der Abb.3.34 in Spur 4 (B’) als schwache Bande zu erkennen. Es ko¨nnte ein PCR-
Produkt der srp2 pra¨-mRNA sein, denn es hat dieselbe Gro¨ße wie das PCR-Produkt, das
aus dem genomischen srp2 Fragment mit Hilfe des Primers B amplifiziert wurde (Abb.3.34;
Spur 6, B’).
Mit dem Primer A wurden drei verschiedene PCR-Produkte erhalten: Sie haben ei-
ne Gro¨ße von etwa 320, 350 und 400 bp (Abb.3.34; Spur 1, A). Um die Banden besser
darstellen zu ko¨nnen, wurden diese PCR-Produkte in einem ho¨herprozentigen Agarosegel
aufgetrennt (Abb.3.34; Spur 9, A). Aufgrund ihrer Gro¨ße ko¨nnte die 320 bp große Bande
das PCR-Produkt einer srp2 mRNA sein, aus der sa¨mtliche Introns, bis auf das Intron 6,
herausgespleißt sind. Die 350 bp und 400 bp großen PCR-Produkte ko¨nnten außer dem
Intron 6 noch weitere Introns oder Exons enthalten.
Um zu untersuchen, welche Introns und Exons in diesen PCR-Produkten enthalten sind,
wurden die PCR-Reaktionen mit dem Primer A und einer S.pombe cDNA Bank wiederholt
(Schmidt, 1998). Es wurden drei PCR-Produkte mit einer Gro¨ße von 320, 350 und 400 bp
erhalten. Das 320 und 350 bp große PCR-Produkt konnte in den Vektor pUC19 ligiert und
sequenziert werden. Die Sequenzierung ergab, daß das 320 bp große Produkt das Intron 6
(Abb.3.35; A) und das 350 bp große Produkt die Introns 4 und 6 entha¨lt (Abb.3.35; B). Des-
weiteren wurde eine Koloniehybridisierung mit einer S.pombe cDNA Bank durchgefu¨hrt
(Schmidt, 1998). Dabei wurde das Intron 6 aus dem srp2 Gen als Sonde verwendet. Es
wurde eine cDNA des srp2 Gens mit einer Gro¨ße von 1.500 bp isoliert. Die Sequenzierung
ergab, daß aus dieser cDNA die Introns 4, 6 und 9 nicht herausgespleißt waren (Abb.3.35;
C).
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3 Ergebnisse
Diese Ergebnisse zeigen, daß in S.pombe Zellen unvollsta¨ndig gespleißte srp2 mRNAs
vorkommen, aus denen die Introns 4, 6 und 9 nicht herausgespleißt sind. Alternativ ge-
spleißte Formen der srp2 mRNA, die aus Kombinationen verschiedener Exons bestehen,
wurden nicht gefunden.
Es ist auffa¨llig, daß die unvollsta¨ndig gespleißten mRNAs nur mit dem Primer A, der im
Intron 6 bindet, aber nicht mit dem Primer B, der im Exon 10 bindet, nachgewiesen werden
konnten. Das ko¨nnte bedeuten, daß die srp2 mRNA in einer viel gro¨ßeren Konzentration in
den S.pombe Zellen vorkommt, als die unvollsta¨ndig gespleißten srp2 mRNAs und deshalb
besser amplifiziert wird.
Die Reihenfolge mit der die Introns aus einer pra¨-mRNA herausgespleißt werden, ist
nicht festgelegt. Weil die Polyadenylierung des 3’-Endes der pra¨-mRNA dem Spleißen vor-
ausgeht, ist es mo¨glich, daß auch unvollsta¨ndig gespleißte mRNAs in eine mRNA Pra¨para-
tion oder eine cDNA Bank gelangen ko¨nnen.
Deshalb ko¨nnte die Isolierung der unvollsta¨ndig gespleißten srp2 mRNAs entweder
zufa¨llig geschehen, oder dadurch bedingt sein, daß die Introns 4, 6 und 9 schlechter aus der
srp2 pra¨-mRNA herausgespleißt werden, als die anderen Introns von srp2.
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Abb. 3.36: Schematische Darstellung der Fusion des srp2 Gens mit dem lacZ Gen aus E.coli. Exons
sind als Rechtecke, Introns sind als Linien gezeichnet. Die Position und die Sequenz des mo¨glichen
Splicing Enhancers in Exon 6 ist angegeben. Fu¨r die Fusion wurde nur ein Teil des srp2 Gens ver-
wendet, bestehend aus den Exons/Introns 1–6 und einem Teil des Exons 7. Die La¨nge der Introns und
Exons ist in Basenpaaren angegeben.
Falls die purinreiche Sequenz in Exon 6 das Herausspleißen dieser Introns fo¨rdert oder
reguliert, dann ko¨nnte sich die Deletion dieser Sequenz auf das Spleißen von srp2 auswir-
ken. Um diese Mo¨glichkeit zu untersuchen, wurde ein Teil des srp2 Gens mit dem lacZ
Gen von E.coli fusioniert (s. Material und Methoden, S.33).
Wenn ein oder mehrere Introns aus dem Transkript dieses Konstrukts nicht heraus-
gespleißt werden, wu¨rden im offenen Leseraster Stopcodons entstehen. Dadurch kann das
lacZ Gen nicht mehr translatiert werden. Das wu¨rde zu einer verringerten β-Galaktosidase-
Aktivita¨t fu¨hren. Um zu untersuchen, ob die purinreiche Sequenz das Spleißen von srp2
beeinflußt, wurde ein Konstrukt hergestellt, aus dem diese Sequenz vollsta¨ndig deletiert
wurde (Abb.3.36).
Die Konstrukte wurden in den S.pombe Expressionsvektor pRIP2 ligiert und in das
Genom des S.pombe Stamms AG8 integriert, damit sie nur in einer Kopie pro Zelle vor-
liegen. Aus den Transformanten wurden Gesamt-Proteinextrakte hergestellt und die β-
Galaktosidase-Aktivita¨t gemessen (Abb.3.37).
Im Extrakt der Zellen, die mit dem Konstrukt transformiert waren, das den mo¨gli-
chen Splicing Enhancer entha¨lt, wurde eine Aktivita¨t von 404±81 Units gemessen. Bei
der Deletion der purinreichen Sequenz wurden eine Aktivita¨t von 567±105 Units be-
stimmt. Als Kontrolle wurde nur das lacZ Gen in die Zellen transformiert. Im Protein-
extrakt dieser Transformanten wurde eine Aktivita¨t von 2950±758 Units gemessen. In
nicht-transformierten Zellen konnte keine β-Galaktosidase-Aktivita¨t nachgewiesen wer-
den.
Aufgrund dieser Ergebnisse ist es nicht mo¨glich zu entscheiden, ob das Spleißen von
srp2 von der purinreichen Sequenz beeinflußt wird, weil die Differenz zwischen den Meß-
werten zu gering ist und innerhalb der Standardabweichung liegt.
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Abb. 3.37: Messung der β-Galaktosidase Aktivita¨t der Fusionskonstrukte vor (srp2-lacZ) und nach
der Deletion (srp2-∆GAA) der purinreichen Sequenz. Als Kontrolle wurde das lacZ Gen von E.coli
verwendet. Es wurde die β-Galaktosidase Aktivita¨t im Gesamt-Protein Extrakt der transformierten
S.pombe Zellen gemessen. Die Aktivita¨t wurde mit der Gleichung von Guarente (1991) bestimmt und
ist in
”
Miller-Units“ angegeben.
Es bleibt daher ungewiß, ob diese Sequenz in S.pombe als Splicing-Enhancer wirken
kann und das Spleißen der Introns von srp2 reguliert. Es gibt jedoch Hinweise, daß diese
Sequenz in vitro als Splicing Enhancer wirken kann (s. Diskussion).
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4 Diskussion
Die SR-Proteine der ho¨heren Eukaryonten geho¨ren zu einer Familie von Spleißfaktoren, die
fu¨r das konstitutive und alternative Spleißen von pra¨-mRNA essentiell sind. Ihre Aufgabe
besteht darin, den Spleißapparat bei der Erkennung der Spleißstellen zu unterstu¨tzen und
die Auswahl von alternativen Spleißstellen zu regulieren.
Bisher wurden die SR-Proteine hauptsa¨chlich in vitro untersucht, so daß derzeit nur
sehr wenig Daten u¨ber ihre Funktion in vivo vorliegen. Die Isolierung des srp1 Gens hat
gezeigt, daß auch die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe SR-Proteine besitzt und zum
Spleißen von pra¨-mRNA verwendet (Gross et al., 1997). Diese Arbeit hatte das Ziel weitere
SR-Proteine aus der Spalthefe zu isolieren, um deren Funktion in vivo zu charakterisieren.
4.1 Die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe besitzt ein weiteres
SR-Protein
Aus einer cDNA Bank wurde eine cDNA isoliert, deren offenes Leseraster fu¨r ein Prote-
in von 365 Aminosa¨uren kodiert. Es besteht aus zwei aminoterminalen RNA-bindenden-
und einer carboxyterminalen argininreichen Doma¨ne. Die RNA-Bindungsdoma¨nen enthal-
ten die Sequenzmotive RNP-1 und RNP-2, die ein charakteristisches Merkmal von RNA-
bindenden Proteinen sind. Weiterhin besitzt es die typischen Signatursequenzen der SR-
Proteine: In der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne folgt die Sequenz DARDAR auf das RNP-1
Motiv, und in der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne kommt die Signatursequenz SWQDLKD
vor.
Sowohl die Sequenz, als auch die Anordnung der verschiedenen Doma¨nen spricht
dafu¨r, daß dieses Protein zur Familie der SR-Proteine geho¨rt: Bis zu 51 % der Aminosa¨uren
der RNA-Bindungsdoma¨nen sind mit den Sequenzen der SR-Proteine aus dem Menschen
identisch. Ein besonders deutlicher Hinweis dafu¨r ist die Signatursequenz SWQDLKD
der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne, die bisher in keinen anderen RNA-bindenden Pro-
teinen als den SR-Proteinen gefunden wurde. Des weiteren beginnt die carboxyterminale
Doma¨ne dieses Proteins an der gleichen Position, wie die SR-Doma¨nen der SR-Proteine
aus dem Menschen. Damit ist Srp2 das zweite Protein der Spalthefe, das zur Familie der
SR-Proteine geho¨rt.
4.2 Welche Funktion haben die einzelnen Doma¨nen von Srp2 in vivo?
Durch die Fusion mit dem Green Fluorescent Protein, die ¨Uberexpression und die Kom-
plementierung des konditional letalen srp2 Stamms wurde die Funktion der verschiedenen
Doma¨nen von Srp2 untersucht:
Bei der ¨Uberexpression der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 wurde festgestellt,
daß dadurch das Wachstum der S.pombe Zellen gehemmt wird, es dabei aber nicht zu ei-
ner Akkumulation von tfIId pra¨-mRNA kommt, wie es bei der ¨Uberexpression der RNA-
Bindungsdoma¨ne von Srp1 beobachtet wurde. Das la¨ßt darauf schließen, daß sich die Funk-
tion der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 und der RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1
unterscheidet.
Allerdings wurde durch die Komplementierung des konditional letalen srp2 Stamms
gezeigt, daß die RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 in der Lage ist, die Funktion der ersten
RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 zu ersetzen. Der konditional letale Stamm konnte jedoch
nicht von der srp1 cDNA komplementiert werden.
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Die Fusion mit der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 hat außerdem die Folge,
daß der dominant negative Effekt aufgehoben wird, den die erste RNA-Bindungsdoma¨ne
von Srp1 bei der ¨Uberexpression auf das Wachstum der S.pombe Zellen und das Spleißen
von tfIId pra¨-mRNA ausu¨bt. Diese Ergebnisse erscheinen zuna¨chst widerspru¨chlich, lassen
sich aber anhand der besonderen Struktur der RNA-Bindungsdoma¨nen erkla¨ren:
Vergleichende Untersuchungen der Sequenzen von u¨ber 100 verschiedenen RNA-
bindenden Proteinen haben ergeben, daß die RNA-Bindungsdoma¨nen dieser Proteine ei-
ne sehr a¨hnliche Sekunda¨rstruktur besitzen (Birney et al., 1993). Dies konnte durch die
Untersuchung von verschiedenen RNA-bindenden Proteinen mit Hilfe der Ro¨ntgenkristal-
lographie besta¨tigt werden.
Bisher liegen Daten u¨ber die Struktur des SXL Proteins von Drosophila, des spezi-
fisch am Spleißosom gebundenen Proteins U1A und des hnRNP A1 Proteins aus dem
Menschen vor (Handa et al., 1999). Zwar sind dies keine SR-Proteine, dennoch gibt ih-
re Sekunda¨rstruktur Auskunft daru¨ber auf welche Art und Weise die RNA von den RNA-
Bindungsdoma¨nen gebunden wird:
Die Abb.4.1 zeigt ein Modell der Sekunda¨rstruktur der RNA-Bindungsdoma¨nen des
SXL Proteins (sex lethal) von Drosophila. SXL besteht aus 354 Aminosa¨uren und hat zwei
RNA-Bindungsdoma¨nen, die eine La¨nge von insgesamt 180 Aminosa¨uren besitzen. In vivo
reguliert SXL das alternative Spleißen der transformer pra¨-mRNA, indem es an eine py-
rimidinreiche Region bindet (GUUGUUUUUUUU), die sich am Ende des ersten Introns
dieser pra¨-mRNA befindet (s. Einleitung, Abb.1.3, S.5).
Abb. 4.1: Sekunda¨rstruktur der RNA-Bindungsdoma¨nen des SXL Proteins von Drosophila. Links:
Struktur der RNA-Bindungsdoma¨nen ohne RNA. Der N- und C-Terminus, sowie die α-Helices und
die β-Faltblattstrukturen der RNA-Bindungsdoma¨nen (RBD1 und RBD2) sind markiert. Rechts:
Komplex zwischen dem SXL Protein und einem 12 nt langen RNA-Moleku¨l, dessen Sequenz (GU-
UGUUUUUUUU) aus der pyrimidinreichen Region der (transformer) pra¨-mRNA abgeleitet wurde.
Das RNA-Moleku¨l ist als
”
ball-and-stick“ Modell eingezeichnet. Das 5’- und 3’-Ende der RNA ist
markiert. Die 3D-Struktur wurde aus dem Eintrag 1B7F der Brookhaven PDB-Datenbank1 mit Hilfe
der Programme Molscript V2.0.22 und Raster3D V2.4j3 berechnet (Kraulis, 1991, Merritt & Bacon,
1997).
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Wie aus der Abb.4.1 hervorgeht, haben beide RNA-Bindungsdoma¨nen des SXL Pro-
teins die gleiche Sekunda¨rstruktur. Sie sind aus vier antiparallelen β-Faltblattstrukturen
aufgebaut, die in der Reihenfolge β1α1β2β3α2β4 angeordnet sind. Die RNA wird von den
β-Faltblattstrukturen β1 und β3 gebunden, die vom RNP-2 und RNP-1 Motiv gebildet wer-
den. Beide sind in einer Ebene angeordnet und bilden eine Art
”
Plattform“, die den Kontakt
mit der RNA herstellt (Handa et al., 1999).
Die RNA-Bindungsdoma¨nen sind durch einen flexiblen Bereich aus ca. 10 Aminosa¨ur-
en miteinander verbunden, wodurch die β-Faltblattstrukturen der beiden Doma¨nen einen
V-fo¨rmigen
”
Spalt“ bilden. Durch diese flexible Verbindung ko¨nnen die RNA-Bindungs-
doma¨nen nahezu wie voneinander getrennte Protein-Untereinheiten an die RNA binden.
Bei der Bindung durch SXL wird von der RNA keine besondere Sekunda¨rstruktur ge-
bildet, wie z. B. in Form einer Haarnadelschleife. Die SR-Proteine aus dem Menschen ha-
ben ebenfalls Bindungsstellen die nicht la¨nger als 6-10 Nukleotide sind. Auch hier gibt es
keinerlei Hinweise, daß die RNA dabei eine besondere Sekunda¨rstruktur einnimmt (Tacke
& Manley, 1999).
Dadurch wird die Bindung der RNA-Bindungsdoma¨nen an verschiedene, aber benach-
barte Nukleotide des RNA-Moleku¨ls mo¨glich. Wa¨hrend die zweite RNA-Bindungsdoma¨ne
von SXL hauptsa¨chlich an die Nukleotide U3, G4 und U5 bindet, werden die folgenden
sechs Nukleotide (U6U7U8U9U10U11) von der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne gebunden.
Das erkla¨rt einerseits, weshalb die RNA-Bindungsdoma¨nen auch getrennt voneinan-
der an RNA binden ko¨nnen und zeigt andererseits, daß sich durch die Kombination von
zwei verschiedenen RNA-Bindungsdoma¨nen die Spezifita¨t eines RNA-bindenden Proteins
erheblich a¨ndern kann. Dies wurde z. B. beim Spleißfaktor ASF/SF2 beobachtet. Vonein-
ander getrennt und in Kombination binden die beiden RNA-Bindungsdoma¨nen in vitro an
vollkommen verschiedene RNA Sequenzen (Tacke & Manley, 1995).
Die Ergebnisse der ¨Uberexpression von Srp2 und die Komplementierung des konditio-
nal letalen Stamms deuten darauf hin, daß auch die RNA-Bindungsdoma¨nen von Srp2 auf
a¨hnliche Art und Weise an die RNA binden ko¨nnten: Bei der ¨Uberexpression der RNA-
Bindungsdoma¨nen wird vermutlich deshalb das Wachstum der S.pombe Zellen gehemmt,
weil die RNA-Bindungsdoma¨nen auch getrennt voneinander an RNA binden ko¨nnen. Da
diese Versuche in S.pombe Sta¨mmen durchgefu¨hrt wurden, die das srp1 und srp2 Wildtyp
Gen besitzen, ist es denkbar, daß Srp1+ und Srp2+ mit den u¨berexprimierten Proteinen um
ihre RNA-Bindungstellen konkurrieren und so an ihrer Funktion gehindert werden.
Da nur bei der ¨Uberexpression der RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 eine Akkumulati-
on von tfIId pra¨-mRNA beobachtet wurde, ist anzunehmen, daß sich die Bindungsspezifita¨t
der RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 und der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 un-
terscheidet. Doch durch die Kombination der RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp1 mit der
zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne und der carboxyterminalen Doma¨ne von Srp2 entsteht ein
Protein, daß die gleichen RNA-bindenden Eigenschaften wie Srp2 hat.
Deshalb kommt es bei der ¨Uberexpression dieses Fusionsproteins nicht mehr zu einer
Akkumulation von tfIId pra¨-mRNA. Außerdem wird es dadurch mo¨glich, den konditional
letalen srp2 Stamm zu komplementieren. Das zeigt einerseits, daß beide RNA-Bindungs-
doma¨nen u¨ber die RNA-Bindungsspezifita¨t entscheiden ko¨nnen und bedeutet andererseits,
daß die Spezifita¨t von Srp2 hauptsa¨chlich von der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne be-
stimmt wird.
Dies wurde auch bei den SR-Proteinen aus dem Menschen beobachtet: Zum Beispiel
wurde die Substratspezifita¨t des SR-Protein ASF/SF2 beim konstitutiven und alternativen
Spleißen in vitro nicht vera¨ndert, wenn die erste RNA-Bindungsdoma¨ne von ASF/SF2 ge-
gen die RNA-Bindungsdoma¨ne des Spleißfaktors SC35 ausgetauscht wurde. Obwohl die
RNA-Bindungsdoma¨nen von ASF/SF2 und SC35 in vitro an vollkommen verschiedene
Konsensussequenzen binden (Mayeda et al., 1999).
1http://www.rcsb.org/pdb/
2http://www.avatar.se/molscript/
3http://www.bmsc.washington.edu/raster3d/raster3d.html
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Die Signatursequenzen der RNA-Bindungsdoma¨nen sind in allen SR-Proteinen konser-
viert. Durch die Mutagenese der Signatursequenzen der ersten und zweiten RNA-Bindungs-
doma¨ne wurde untersucht, welche Bedeutung diese Sequenzen fu¨r die Funktion von Srp2
in vivo haben. Dabei zeigte sich, daß die Signatursequenz der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne
(DARDAR) nicht fu¨r die Funktion von Srp2 erforderlich ist.
Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit Untersuchungen, die an dem SR-Protein ASF/SF2
durchgefu¨hrt wurden: Nach der Mutagenese der Sequenz DPRDAE, die sich an der glei-
chen Position wie die Signatursequenz von Srp2 befindet (s. Abb.3.1, S.39), konnten in vitro
keine Auswirkungen auf das konstitutive und alternativ Spleißen festgestellt werden. Erst
durch die Mutagenese der aromatischen Aminosa¨uren im RNP-1 Motiv, die an der Bindung
der RNA beteiligt sind, zeigte ASF/SF2 in HeLa S100 Extrakten keine Spleißaktivita¨t mehr
(Caceres & Krainer, 1993).
Wenn die Signatursequenz der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne mutiert wurde, dann
konnte Srp2 den konditional letalen Stamm nicht mehr komplementieren. Die ¨Uberexpres-
sion des mutierten Proteins fu¨hrte zur Hemmung des Wachstums der S.pombe Zellen. Folg-
lich zersto¨rt diese Mutation die Funktion der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne. Das zeigt
erstmalig, daß dieses hochkonservierte Sequenzmotiv in vivo essentiell fu¨r die Funktion
der SR-Proteine ist.
Dennoch bleibt die Funktion dieser beiden Signatursequenzen unklar. Auch hier gibt
die Sekunda¨rstruktur der RNA-Bindungsdoma¨nen von SXL einen Hinweis auf die mo¨gli-
che Funktion: Sofern sich die Sekunda¨rstruktur von SXL auf die RNA-Bindungsdoma¨nen
von Srp2 u¨bertragen la¨ßt, wu¨rde das Sequenzmotiv SWQDLKD in der Helix α1 (s. Abb.4.1)
der zweiten RNA-Bindungsdoma¨ne liegen und der RNA abgewandt sein. Dies macht es
unwahrscheinlich, daß diese Signatursequenz fu¨r die direkte Bindung der RNA beno¨tigt
wird. Das gleiche gilt fu¨r die Sequenz DARDAR, die sich in der Helix α2 der ersten RNA-
Bindungsdoma¨ne befindet.
Vielleicht werden diese beiden Helices fu¨r die Protein-Protein Interaktion mit weite-
ren Komponenten des Spleißosoms beno¨tigt. Weil diese Signatursequenzen in allen SR-
Proteinen vorhanden sind, wa¨re es mo¨glich, daß sie fu¨r die Interaktion mit einem spezifisch
am Speißosom gebundenen Protein erforderlich sind, denn diese Proteine sind in ho¨hren
wie niederen Eukaryonten sehr gut konserviert (Kraemer, 1996).
Eine Vorraussetzung dafu¨r ist, daß diese Helices an der Oberfla¨che der SR-Proteine
liegen. Dies ist jedoch nicht bekannt, weil bisher noch kein SR-Protein kristallisiert wurde.
Die carboxyterminalen Doma¨nen der SR-Proteine aus dem Menschen erfu¨llen mehrere
Aufgaben: Einerseits sind die SR-Doma¨nen fu¨r die Interaktion mit anderen SR-Proteinen
und Spleißfaktoren erforderlich, andererseits werden diese Doma¨nen fu¨r die nuklea¨re und
subnuklea¨re Lokalisation der SR-Proteine beno¨tigt (Caceres et al., 1997).
Durch die Fusion mit dem Green Fluorescent Protein wurde gezeigt, daß auch Srp2 ein
Kernprotein ist und die carboxyterminale Doma¨ne die Aufgabe hat, fu¨r den Transport von
Srp2 in den Zellkern zu sorgen. Am Beginn und am Ende dieser Doma¨ne von Srp2 befinden
sich zwei kurze SR-Dipeptid Elemente, in denen insgesamt 6 SR-Dipeptide vorkommen.
Das unterscheidet Srp2 von einem typischen SR-Protein, denn in der carboxytermi-
nalen Doma¨ne der SR-Proteine aus dem Menschen sind in der Regel mehr SR-Dipeptide
vorhanden. Es gibt aber auch beim Menschen SR-Proteine, die nur wenige SR-Dipeptide
enthalten, wie z. B. das SR-Protein SRp30c, das nur 5 SR-Dipeptide besitzt (Screaton et al.,
1995).
Durch die Mutagenese der srp2 cDNA wurde gezeigt, daß die beiden SR-Dipeptid
Elemente eine Funktion als Kerntransportsignal besitzen. Bereits eines der beiden SR-
Elemente reicht aus, um Srp2 in den Zellkern zu transportieren. Diese Doma¨ne entha¨lt
keines der bekannten Kerntransportsignale wie z. B. ein NLS vom Nukleoplasmin- oder
SV40-Typ (Dingwall, 1991, Dingwall & Laskey, 1991).
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4.2 Welche Funktion haben die einzelnen Doma¨nen von Srp2 in vivo?
In HeLa Zellen wurde ein Protein identifiziert, daß fu¨r den Import von SR-Proteinen
in den Zellkern verantwortlich ist (Kataoka et al., 1999): Es wird Transportin-SR ge-
nannt und kann spezifisch an die SR-Dipeptide der Spleißfaktoren ASF/SF2 und SC35
binden (Kataoka et al., 1999). Transportin-SR geho¨rt zu einer Gruppe von Proteinen, die
als β-Importine bezeichnet werden. Diese Proteine sorgen fu¨r die Erkennung der Kern-
transportsignale von Kernproteinen wa¨hrend des Transports durch den Kernporenkomplex
(Nakielny et al., 1996).
In S.pombe wurde ein mo¨gliches Homolog von Transportin-SR gefunden (Kataoka
et al., 1999). Dies deutet darauf hin, daß der Transport von SR-Proteinen in den Zellkern
in ho¨heren wie niederen Eukaryonten auf a¨hnliche Weise reguliert wird. Durch die Identi-
fizierung der SR-Elemente als Kerntransportsignal von Srp2 ero¨ffnet sich die Mo¨glichkeit,
den Transport der SR-Proteine in den Zellkern in vivo na¨her zu charakterisieren.
Wie bereits erwa¨hnt, dient die carboxyterminale Doma¨ne der SR-Proteine auch zur
Interaktion mit anderen SR-Proteinen und Spleißfaktoren. Zum Beispiel binden ASF/SF2
und SC35 mit Hilfe der SR-Doma¨ne an das U1-70K Protein, das spezifisch am snRNP
U1 gebunden ist (Wu & Maniatis, 1993). Weil die SR-Dipeptide der SR-Doma¨ne einen
positiv geladenen Charakter verleihen, wird diskutiert, daß diese Doma¨ne auch mit der
RNA interagieren ko¨nnte (Tacke & Manley, 1999).
An Stelle der SR-Dipeptide befindet sich in der carboxyterminalen Doma¨ne von Srp2
ein Sequenzmotiv, das sich insgesamt elfmal wiederholt (DEYRR). In diesem Sequenz-
motiv folgen, von der Aminosa¨ure Tyrosin getrennt, zwei negativ geladene auf zwei posi-
tiv geladene Aminosa¨uren. In den SR-Proteinen aus dem Menschen entsteht ein a¨hnliches
Muster aus alternierenden negativen und positiven Ladungen, wenn die SR-Dipeptide der
SR-Doma¨ne phosphoryliert sind (Colwill et al., 1996a,b, Duncan et al., 1998).
Die carboxyterminale Doma¨ne von Srp2 ko¨nnte deshalb eine analoge Funktion wie die
SR-Doma¨ne der SR-Proteine besitzen. Tatsa¨chlich wurde beobachet, daß Srp1 in vitro und
in vivo an Srp2 binden kann, doch zur Zeit ist noch unklar welche Doma¨nen von Srp1 und
Srp2 fu¨r diese Interaktion verantwortlich sind (Tang et al., 1999a,b).
Eine weitere Aufgabe der SR-Doma¨ne besteht darin als Phosphorylierungsstelle ver-
schiedener Proteinkinasen zu dienen (Colwill et al., 1996a,b, Duncan et al., 1998). Die
Phosphorylierung der SR-Dipeptide beeinflußt sowohl die Aktivita¨t der SR-Proteine bei
der Spleißreaktion, als auch deren subnuclea¨re Lokalisation (Kanopka et al., 1998, Prasad
et al., 1999). Der Austausch der Tyrosine in der carboxyterminalen Doma¨ne hat gezeigt,
daß das Sequenzmotiv DEYRR nicht fu¨r die Funktion von Srp2 erforderlich ist. Daher ist
es unwahrscheinlich, daß dieses Sequenzmotiv als Phosphorylierungsstelle dient bzw. die
Phosphorylierung der Tyrosine fu¨r die Funktion von Srp2 essentiell ist.
Um so wahrscheinlicher ist es, daß die SR-Dipeptid Elemente von Srp2 als Phospho-
rylierungsstellen dienen. Tatsa¨chlich ist Srp2 ein Phosphoprotein, denn Kinaseassays, in
denen das immunpra¨zipitierte Srp2 Protein in Gegenwart von γ-ATP eingesetzt wurde, ha-
ben ergeben, daß in Proteinextrakten von S.pombe eine Kinaseaktivita¨t enthalten ist, die
Srp2 phosphorylieren kann (Gross, 1997b).
In S.pombe wurde eine Kinase identifiziert, die in der Lage ist die SR-Dipeptide von
Spleißfaktoren zu phosphorylieren. Diese Kinase, Dsk1 genannt, ist das funktionelle Ho-
molog der Kinase SRPK1 aus dem Menschen. In vitro kann diese Kinase die SR-Dipeptide
der großen Untereinheit des Spleißfaktors U2AF65 von S.pombe und die RS-Doma¨ne von
ASF/SF2 phosphorylieren (Tang et al., 1998). Neuere Untersuchungen von Tang et al.
(1999a,b) zeigen, daß Dsk1 in der Lage ist Srp2 und Srp1 zu phoshorylieren. Derzeit wird
mit Hilfe der mutierten srp2 cDNAs untersucht, ob dabei die SR-Dipeptide oder das Se-
quenzmotiv DEYRR in der argininreichen Doma¨ne phosphoryliert wird.
Weil die Kinase SRPK1 aus dem Menschen die subnuclea¨re Lokalisation der SR-
Proteine reguliert (Colwill et al., 1996b, Koizumi et al., 1999) und die Kinase Dsk1 so-
wohl im Cytoplasma, als auch im Zellkern der S.pombe Zellen vorkommt (Tang et al.,
1998, Wang et al., 1998) wa¨re es interessant zu untersuchen, ob sich die Phosphorylie-
rung auch auf die Lokalisation von Srp2 auswirkt. Dies ko¨nnte beispielsweise durch die
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Co-Expression der Dsk1 Kinase und der Srp2-GFP Fusionen in S.pombe Zellen oder durch
den Austausch der Serine der SR-Elemente durch die negativ geladene Aminosa¨ure Aspar-
tat untersucht werden.
4.3 Wird Srp2 fu¨r das Spleißen einer spezifischen pra¨-mRNA
beno¨tigt?
Bisher hat die Charakterisierung von Srp2 ergeben, daß dieses Protein sowohl in Sequenz,
seiner Struktur, als auch in der Funktion der verschiedenen Doma¨nen den SR-Proteinen aus
dem Menschen a¨hnlich ist. Auch wenn bisher keine direkte Beteiligung von Srp2 an der
Spleißreaktion nachgewiesen wurde, spricht vieles dafu¨r, daß Srp2 in S.pombe am Spleißen
von pra¨-mRNA beteiligt sein ko¨nnte. Doch welche Aufgabe ko¨nnte dieses Protein bei der
Spleißreaktion haben?
Bei der Gene-Disruption des srp2 Gens wurde festgestellt, daß srp2 fu¨r das mitoti-
sche Wachstum der S.pombe Zellen essentiell ist. Daraufhin wurde ein konditional letaler
S.pombe Stamm hergestellt, in dem die Expression des srp2 Gens reprimiert werden kann.
Bei der Charakterisierung dieses Stamms wurde beobachtet, daß die Zellen bei der Re-
pression von Srp2 zwar nicht mehr wachsen, aber nach wie vor tfIId pra¨-mRNA spleißen
ko¨nnen.
Das ko¨nnte bedeuten, daß Srp2 nicht fu¨r das Spleißen von pra¨-mRNA erforderlich ist.
Eine andere Mo¨glichkeit ist, daß Srp2 fu¨r das Spleißen von einer oder mehreren spezifi-
schen pra¨-mRNAs erforderlich ist. Dafu¨r spricht die Funktion der zweiten RNA-Bindungs-
doma¨ne, die die Spezifita¨t von Srp2 festzulegen scheint.
Auch bei der Untersuchung von SR-Proteinen aus der Fruchtfliege Drosophila wurde
festgestellt, daß diese Spleißfaktoren in vivo sehr spezifische Aufgaben haben ko¨nnen. Zum
Beispiel kann das SR-Protein B52/SRp55 das Spleißen verschiedener pra¨-mRNA Substrate
in vitro in HeLa S100 Extrakten komplementieren, das auf eine generelle Funktion bei der
Spleißreaktion hindeutet (Mayeda et al., 1992).
Wenn das B52/SRp55 Gen von Drosophila deletiert wurde, konnten sich die Fliegen nur
bis zum zweiten Larvenstadium entwickeln. Dennoch wurde das konstitutive und alternati-
ve Spleißen von 5 getesteten pra¨-mRNAs durch die Deletion von B52/SRp55 in vivo nicht
beeintra¨chtigt (Ring & Lis, 1994). Das zeigt, daß sich die Funktion der SR-Proteine in vitro
zwar u¨berschneidet, in vivo aber sehr spezifisch sein kann. Dies stimmt mit der Vorstellung
u¨berein, daß durch die sequenzspezifische Bindung der SR-Proteine an Splicing Enhan-
cer Sequenzen das alternative Spleißen verschiedener pra¨-mRNAs reguliert wird (Mayeda
et al., 1999).
Deshalb wa¨re es mo¨glich, daß auch Srp2 von S.pombe fu¨r das Spleißen von einer oder
mehreren spezifischen pra¨-mRNAs verantwortlich ist. Mit Hilfe des Differential Display
wurde versucht pra¨-mRNAs zu isolieren die abha¨ngig von Srp2 gespleißt werden. Durch
die Repression von srp2 im konditional letalen Stamm ko¨nnten diese nicht mehr oder nur
noch unvollsta¨ndig gespleißt werden. Es wurden mehrere PCR-Produkte erhalten, deren
Gro¨ße sich bei der Repression von srp2 vera¨ndert hat. Doch nach der Reamplifizierung der
Banden wurde mit Hilfe der Southern Hybridisierung festgestellt, daß diese PCR-Produkte
nicht aus denselben Transkripten hervorgegangen sind.
Wie bereits diskutiert, ko¨nnte dies methodisch bedingt sein, denn die Zugabe von Thia-
min reprimiert im konditional letalen Stamm nicht nur die Expression von srp2, sondern
beeinflußt auch die Expression von Genen des Thiaminstoffwechsels.
4.4 Wird das Spleißen von pra¨-mRNA in S.pombe von SR-Proteinen
reguliert?
Es wird angenommen, daß S.pombe nicht zum alternativen Spleißen von pra¨-mRNA in der
Lage ist, weil bisher noch keine alternativ gespleißten cDNA isoliert wurden. In ho¨heren
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4.4 Wird das Spleißen von pra¨-mRNA in S.pombe von SR-Proteinen reguliert?
Eukaryonten wird das alternative Spleißen hauptsa¨chlich von den SR-Proteinen reguliert.
Die Isolierung der Gene srp1 und srp2 ist ein Hinweis dafu¨r, daß die Spleißreaktion auch
in S.pombe von SR-Proteinen reguliert werden ko¨nnte. Tatsa¨chlich erfu¨llt S.pombe einige
wichtige Vorraussetzungen, die fu¨r das alternative Spleißen von pra¨-mRNA erforderlich
sind:
Zum Beispiel ist fu¨r das alternative Spleißen eine mosaikartige Struktur der Gene erfor-
derlich, die eine Kombination von verschiedenen Exons in unterschiedlicher Reihenfolge
erlaubt. Schon lange ist bekannt, daß mehr als 40 % der S.pombe Gene Introns enthalten.
Viele S.pombe Gene haben multiple Introns, wie z. B. das srp2 Gen. Daru¨ber hinaus ha-
ben Untersuchungen ergeben, daß S.pombe sogar Introns von ho¨heren Eukaryonten in vivo
spleißen kann, was zeigt, daß der Spleißapparat von S.pombe dem der ho¨heren Eukaryonten
sehr a¨hnlich ist (Kaeufer et al., 1985).
Die Phosphorylierung von Srp1 und Srp2 durch die Proteinkinase Dsk1 deutet darauf
hin, daß das Spleißen von pra¨-mRNA in S.pombe auf a¨hnliche Art und Weise reguliert sein
ko¨nnte wie in ho¨heren Eukaryonten. Denn es wird angenommen, daß beim alternativen
Spleißen das Konzentrationsverha¨ltnis und die Aktivita¨t der verschiedenen SR-Proteine
u¨ber die Auswahl von alternativen Spleißstellen entscheidet. Sowohl Konzentration als
auch die Aktivita¨t der SR-Proteine wird durch die Phosphorylierung moduliert (Kanopka
et al., 1998, Papoutsopoulou et al., 1999, Prasad et al., 1999, Xiao & Manley, 1996).
Auch die Interaktion von Srp1 und Srp2 la¨ßt darauf schließen, daß auch S.pombe In-
trons durch ein komplexes Netzwerk von Protein-Protein und Protein-RNA Wechselwir-
kungen erkannt werden.
Damit erfu¨llt S.pombe viele Vorraussetzungen, die fu¨r das alternative bzw. regulierte
Spleißen von pra¨-mRNA erforderlich sind. Einige Ergebnisse dieser Arbeit unterstu¨tzen
diese Hypothese:
Viele SR-Proteine regulieren die Auswahl von alternativen Spleißstellen, indem sie an
kurze, zumeist purinreiche Sequenzelemente der pra¨-mRNA binden. Diese werden als Spli-
cing Enhancer bezeichnet. Sie kommen ha¨ufig in der Na¨he von Introns vor, deren Spleiß-
stellen von der Konsensussequenz abweichen und wurden in pra¨-mRNAs gefunden, die
alternativ gespleißt werden.
Das Exon 6 des srp2 Gens entha¨lt eine kurze purinreiche Sequenz, die große ¨Ahnlich-
keit mit der Sequenz von Splicing Enhancer Elementen hat. Deshalb wurde untersucht, ob
von der srp2 cDNA alternativ gespleißte Formen existieren. Mit Hilfe der RT-PCR und ei-
ner Koloniehybridisierung konnten drei verschiedene mRNAs des srp2 Gens isoliert wer-
den, aus denen die Introns 4, 6 und 9 nicht herausgespleißt waren. Die Isolierung dieser
mRNAs ko¨nnte ein Zeichen dafu¨r sein, daß diese Introns schlecht aus der srp2 pra¨-mRNA
herausgespleißt werden.
Eine andere Mo¨glichkeit wa¨re, daß diese unvollsta¨ndig gespleißten mRNAs eine re-
gulatorische Funktion haben, denn von einigen SR-Proteinen aus dem Menschen wurden
ebenfalls unvollsta¨ndig gespleißte cDNAs isoliert (Du & Taub, 1997, Jumaa et al., 1997,
Kraemer et al., 1998, Screaton et al., 1995).
Diese cDNAs kodieren fu¨r verku¨rzte Formen der SR-Proteine, die nur noch aus der
ersten RNA-Bindungsdoma¨ne bestehen. Es wird angenommen, daß sie eine autoregulato-
rische Funktion haben ko¨nnten, mit der die Konzentration der SR-Proteine in der Zelle
reguliert wird. Beispielsweise entha¨lt das SRp20 Gen aus dem Menschen eine Splicing En-
hancer Sequenz, an die ASF/SF2 binden kann. Wenn ASF/SF2 u¨berexprimiert wird, ent-
steht eine verku¨rzten Form von SRp20, die nur noch aus der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne
besteht (Jumaa & Nielsen, 1997).
Im srp2 Gen wird die erste RNA-Bindungsdoma¨ne von den Exons 1–6 kodiert. Wenn
das Intron 6 nicht herausgespleißt ist, dann kodiert diese mRNA fu¨r ein Protein, das nur
aus der ersten RNA-Bindungsdoma¨ne von Srp2 besteht. Welche Funktion dieses verku¨rzte
Protein hat ist jedoch unklar, denn dieser Teil von Srp2 wird weder in den Zellkern trans-
portiert, noch wirkt sich die ¨Uberexpression dieses Teils von Srp2 auf das Wachstum der
S.pombe Zellen oder das Spleißen der tfIId pra¨-mRNA aus.
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Durch die Fusion mit dem lacZ Gen von E.coli wurde untersucht, ob das Spleißen
der srp2 pra¨-mRNA von der purinreichen Sequenz abha¨ngig ist. Wie der Vergleich der
β-Galaktosidase Aktivita¨t gezeigthat, wirkt sich die Deletion der purinreichen Sequenz
jedoch nicht auf das Spleißen von srp2 aus.
Dennoch gibt es Hinweise dafu¨r, daß diese Sequenz das Spleißen von pra¨-mRNA fo¨rdert:
Wenn die purinreiche Sequenz des srp2 Gens in das Exon 4 des dsx Gens von Drosophila
eingefu¨gt wurde, das ohne Splicing Enhancer nicht gespleißt wird, dann konnte die Spleiß-
reaktion in HeLa S100 Zellextrakten in vitro aktiviert werden (Bindereif, 1999).
Weshalb sich die Deletion der purinreichen Sequenz nicht auf das Spleißen der srp2
pra¨-mRNA auswirkt kann vielfa¨ltige Ursachen haben: In vielzelligen Lebewesen wird das
alternative Spleißen insbesondere bei der gewebs- und entwicklungsspezifischen Differen-
zierung beobachtet. Prozesse die mit der Differenzierung einer eukaryontischen Zelle ver-
gleichbar sind, finden in der Spalthefe wa¨hrend der Paarung, der Meiose und der Sporula-
tion statt. Dabei wird aus zwei haploiden Zellen eine diploide Zygote gebildet, die sich zu
einem Ascus entwickelt, in dem vier haploide Ascosporen entstehen.
Untersuchungen haben ergeben, daß dabei das Spleißen einzelner pra¨-mRNAs regu-
liert werden kann: Zum Beispiel wird das mes1+ Gen, das fu¨r die Meiose essentiell ist,
nur bei Stickstoffmangel transkribiert. Die mes1+ pra¨-mRNA wird nur in diploiden Zellen
gespleißt, wa¨hrend haploide Zellen die ungespleißte pra¨-mRNA akkumulieren (Kishida
et al., 1994). Diese Beobachtungen zeigen, daß das Spleißen von pra¨-mRNAs in S.pombe
unter bestimmten Wachstumsbedingungen reguliert sein kann. Deshalb wa¨re es mo¨glich,
daß auch das Spleißen der srp2 nur unter spezifischen Wachstumsbedingungen reguliert
wird.
Eine andere Mo¨glichkeit ist, daß die purinreiche Sequenz nur eines von vielen Sequenz-
elementen ist, die das Spleißen der srp2 pra¨-mRNA beeinflussen, denn neuere Untersu-
chungen haben ergeben, daß in den pra¨-mRNAs von eukaryontischen Genen wesentlich
mehr regulatorische Elemente vorkommen, als bisher angenommen wurde: So ko¨nnen z. B.
Splicing Silencer Elemente das Spleißen einer pra¨-mRNA hemmen (Kan & Green, 1999,
Zheng et al., 1998), stromabwa¨rts gelegene 5’-Spleißstellen wie ein Splicing Enhancer
Element wirken (Yue & Akusjaervi, 1999), oder die Sekunda¨rstruktur der pra¨-mRNA das
Herausspleißen von Introns verhindern (Muro et al., 1999).
Erst das komplexe Zusammenspiel der verschiedenen Sequenzelemente, Spleißfakto-
ren und der Sekunda¨rstruktur entscheidet daru¨ber, ob und wie eine pra¨-mRNA gespleißt
wird. Es kann deshalb nicht ausgeschlossen werden, daß in der srp2 pra¨-mRNA weite-
re Sequenzelemente vorkommen, die das Spleißen regulieren. Die Identifizierung dieser
Sequenzelemente gestaltet sich jedoch als schwierig, solange die Bedingungen unbekannt
sind, unter denen das Spleißen der srp2 pra¨-mRNA reguliert werden ko¨nnte.
Es bleibt daher ungekla¨rt, ob das Spleißen in S.pombe reguliert ist und welche Rol-
le die SR-Proteine dabei spielen. Mo¨glicherweise wird die Auswertung der Sequenzen des
S.pombe Sequenzierprojekts Aufschluß daru¨ber geben, ob die Expression von S.pombe Ge-
nen durch alternatives Spleißen reguliert werden kann. In jedem Fall macht Isolierung von
Srp1 und Srp2 die Spalthefe zu einem attraktiven Modellsystem, um die Funktion der SR-
Proteine in vivo na¨her zu charakterisieren.
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5 Zusammenfassung
Aus der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe wurde das srp2 Gen isoliert. Es besteht
aus 10 Exons und 9 Introns und hat eine La¨nge von 1.716 bp. Das offene Leseraster von
srp2 kodiert fu¨r ein Protein von 365 Aminosa¨uren. Das srp2 Gen ist fu¨r das mitotische
Wachstum von S.pombe essentiell.
Srp2 geho¨rt zur Familie der SR-Proteine. Die SR-Proteine sind Spleißfaktoren, die an
der Erkennung und Auswahl von Spleißstellen beim konstitutiven und alternativen Spleißen
von pra¨-mRNA beteiligt sind.
Srp2 ist aus zwei aminoterminalen RNA-Bindungsdoma¨nen und einer carboxytermina-
len argininreichen Doma¨ne zusammengesetzt. Die RNA-Bindungsdoma¨nen enthalten die
fu¨r RNA-bindende Proteine typischen Sequenzmotive RNP-1 und RNP-2.
Des weiteren enthalten die RNA-Bindungsdoma¨nen zwei fu¨r SR-Proteine charakteristi-
schen Signatursequenzen, DARDAR und SWQDLKD, die in allen SR-Proteinen mit zwei
RNA-Bindungsdoma¨nen konserviert sind.
In der carboxyterminalen Doma¨ne unterscheidet sich Srp2 von einem typischen SR-
Protein. Nur am Beginn und am Ende dieser Doma¨ne kommen zwei kurze SR-Dipeptid
Elemente vor, die in den SR-Proteinen aus dem Menschen in gro¨ßerer Zahl vorhanden sind.
Stattdessen entha¨lt diese Doma¨ne ein Sequenzmotiv, DEYRR, das sich insgesamt elfmal
wiederholt.
Durch die Fusion mit dem Green Fluorescent Protein wurde festgestellt, daß Srp2
ein Kernprotein ist. Mit Hilfe einer gerichteten Mutagenese wurde gezeigt, daß die SR-
Dipeptid Elemente als Kerntransportsignal dienen.
Durch die ¨Uberexpression in S.pombe wurde der Einfluß der verschiedenen Doma¨nen
von Srp2 auf das Wachstum der Zellen und das Spleißen von pra¨-mRNA getestet. Dabei
zeigte sich, daß die zweite RNA-Bindungsdoma¨ne u¨ber die spezifische Funktion von Srp2
bestimmt.
Die Funktion der Signatursequenzen wurde mit Hilfe einer gerichteten Mutagenese
untersucht. Dabei zeigte sich, daß die Signatursequenz SWQDLKD, aber nicht die Signa-
tursequenz DARDAR fu¨r die Funktion von Srp2 essentiell ist.
Um die Funktion von srp2 durch Komplementierung untersuchen zu ko¨nnen wurde ein
konditional letaler Stamm hergestellt, in dem die Expression von srp2 reprimiert werden
kann. Die Charakterisierung dieses Stamms ergab, daß Srp2 wahrscheinlich fu¨r das Splei-
ßen spezifischer pra¨-mRNAs beno¨tigt wird.
Mit Hilfe des Differential Display wurde versucht mRNAs zu isolieren, die abha¨ngig
von Srp2 gespleißt werden.
Im Exon 6 des srp2 Gens kommt eine purinreiche Sequenz vor, die einem Splicing
Enhancer Element a¨hnelt. Durch die Fusion von Srp2 mit dem lacZ Gen von E.coli wurde
getestet, ob das Spleißen der srp2 pra¨-mRNA von dieser Sequenz beeinflußt wird.
Mit Hilfe der RT-PCR wurde untersucht, ob in S.pombe alternativ gespleißte Formen
der srp2 mRNA vorkommen. Es wurden drei verschiedene cDNAs isoliert, aus denen ver-
schiedene Introns nicht herausgespleißt waren. Diese cDNAs haben ¨Ahnlichkeit mit alter-
nativ gespleißten Formen der SR-Proteine aus dem Menschen.
Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen darauf schließen, daß Srp2 am Spleißen von pra¨-
mRNA beteiligt ist und weisen darauf hin, daß die Spleißreaktion in S.pombe auf a¨hnliche
Weise reguliert werden ko¨nnte wie in ho¨heren Eukaryonten.
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7 Anhang
7.1 Sequenzen
7.1.1 Sequenz der srp2 cDNA
Nukleinsa¨uresequenz der cDNA des srp2 Gens von S.pombe (GenBank #:AF012278).
1 ATGTCGGAGA CTAGATTGTT TGTTGGCCGT ATTCCTCCTC AAGCG 45
46 ACTCGCGAGG ATATGATGGA TTTTTTTAAA GGTTACGGTC AAATC 90
91 CTTGATTGCA AGCTGATGAA TGGATTTGGC TTTGTTGAGG TTGAA 135
136 GACGCTCGCG ATGCTCGTGA TATCGTAAAT GACTTTCAGG GCAAA 180
181 GAGTTTATGG GCAGCCGTAT TGTTGTAGAA CCTGCTCGCG GTGAA 225
226 AGAAGAAGAA GAGAGAACTT TAGAGAAAGT GCTGCTTCTA AATAC 270
271 CCCCGTCCCC GTCGCACCGG TTTCCGTTTG ATTGTGGAAA ATCTC 315
316 TCAGAAGATG TCAGTTGGCA GGACCTGAAG GATGTAATGC GTAAA 360
361 GCTGGTGAAC CCACTTTCAC AGATGCTCAC CGTGAAAACC CTGGT 405
406 GCTGGTGTTG TTGAATTTTC TACTGAAGAG GATATGAGAA ACGCT 450
451 TTGACGAGCC TTAATGGTGA AGTCATTAAA GGCCAAGCAG TTACT 495
496 TTACGCGAAG ACCCTGATGC CGCTAATGAG CCCCTTCCCG AAGTA 540
541 CCCTCCCGCT TCCGTTCACG TTCTCCACCT GCTCGCCGTC GTTAT 585
586 CGTGATGATT ATCGTAGAGG AGGCGATTAC CGTCGTGACG CTTAT 630
631 CGTCCCGGCA GAGATGATGA ACGTCGTTAT GCTCCTCGTG GTGAA 675
676 TACAGGCGTA ATAATCGTGA TGAATACCGT CGTGGTGGTC GCGAT 720
721 GAGTATAGAC GTAATTCCAG AAGTGATTAT CGTCGTCCTC ATGAT 765
766 GATGAGTATC GTCGTCCTAG AGGTGATGAA TATCGCCCTG GACGA 810
811 GACGAATACC GTCGTTCTCG TGATGATGGA CGCCCTTCCC ATGAT 855
856 GATGAGTATC GACGTGACGC TTATAGCCGT AGTCCTTCTC CTAGA 900
901 CGTGATAGAG AAGAGAATCG CTCCCCTGCC TATGAAGGTT CCAAA 945
946 TCCTATTCAG CTGCTCCTGA AGCATCAATG GAGTCATCTG CTCCC 990
991 ACTGAATCAT ATGACAAACC TGCTGCTTCG GAAGAACAAC AGCCT 1035
1036 TTGCAAAACC ATTCTGATGT AGGTAACGGT AGCGCTGAAG GACAG 1080
1081 GTCGCTGCTG AATGGTAA 1098
7.1.2 Sequenz des srp2 Gens
Nukleinsa¨uresequenz des srp2 Gens von S.pombe. Die Exons des srp2 Gens befinden sich
an den Positionen 356–398 (Exon 1), 442–528 (Exon 2), 585–621 (Exon 3), 662–667
(Exon 4), 720–744 (Exon 5), 794–862 (Exon 6), 1053–1122 (Exon 7), 1211–1284 (Exon
8), 1329–1429 (Exon 9) und 1484–2071 (Exon 10).
1 CTAGCTCCTT AATCATGATT AATTAAACTT ACAGTATCCC GTCGA 45
46 TGAAATTATC ATCGCCATCT TGATCCATTA ATTAATTATT ATCTA 90
91 ACCTTCTTAA TCATTTCAAT AGACACTCTG AAGTATGGTT GATAG 135
136 TTACTCAGAT TTCATTTATA CAATATTAGG AAAAAGTGTG GACCG 180
181 ATGAATGCAT AAAATCGTTA GACAAGGTTT GATTAACACC ATCTC 225
226 TTTTAATTTG ATTTTATATT TTATTTCATT ATCTTATATT TTGTA 270
271 ACTTGGGTTT CGCCGGCCTT CAGCCTCAAG ACTGCCGACT GAGGG 315
316 TCGAACTTCA CCCAGCAAGA ACCAACTACA CCAAAAAAAA ATGTC 360
361 GGAGACTAGA TTGTTTGTTG GCCGTATTCC TCCTCAAGGT TTGTA 405
406 ACTAAATAAT GTAAATAGTA TTTTAACAAA AATTTAGCGA CTCGC 450
451 GAGGATATGA TGGATTTTTT TAAAGGTTAC GGTCAAATCC TTGAT 495
97
7 Anhang
496 TGCAAGCTGA TGAATGGATT TGGCTTTGTT GAGGTAAATA AAACC 540
541 ATTAGCCTTC TTTTTGTAAT CCCTATGTGA CTAACTTGAT GTAGG 585
586 TTGAAGACGC TCGCGATGCT CGTGATATCG TAAATGGTAC GTTCA 630
631 TACCATCTTA AAACTTTTGC TAACAGTTTA GACTTTCGTA TGCTT 675
676 CAAAGGTTTA ATATTCGACT TTATTTACTA ATCTTATAAA AAAGA 720
721 GGGCAAAGAG TTTATGGGCA GCCGGTAAGT CAATACATTA TGAAT 765
766 TTAGATTAAA ATATGCTAAT GTTCGAAGTA TTGTTGTAGA ACCTG 810
811 CTCGCGGTGA AAGAAGAAGA AGAGAGAACT TTAGAGAAAG TGCTG 855
856 CTTCTAAGTA CGTTGTTACG TTTCCATTAA TATGTGATTA GTGGG 900
901 CGATTTGGCA TTGCACGCGA TTGCTGGTTC TAACGATTTT GTTCA 945
946 CTTCACATGT GAATCAGCTC TGAGTAGTGA CTATATACGG TGTTA 990
991 TCGCTTGCAA AATCGCATTG TCCTATAAAA ATTACGGCAA TATTT 1035
1036 TTATACTAAC GTATCAGATA CCCCCGTCCC CGTCGCACCG GTTTC 1080
1081 CGTTTGATTG TGGAAAATCT CTCAGAAGAT GTCAGTTGGC AGGTA 1125
1126 AGACAATTTT ATACATTTAA TGACCTTTGC GTCAATGCAT GATTT 1170
1171 TTTTCATATA TCTATATTTC AGTGTTAACA CTTTTCATAG GACCT 1215
1216 GAAGGATGTA ATGCGTAAAG CTGGTGAACC CACTTTCACA GATGC 1260
1261 TCACCGTGAA AACCCTGGTG CTGGGTAAGT TTCTACTTTG ATCAT 1305
1306 TTTTTCACCT AACTTTAATG CAGTGTTGTT GAATTTTCTA CTGAA 1350
1351 GAGGATATGA GAAACGCTTT GACGAGCCTT AATGGTGAAG TCATT 1395
1396 AAAGGCCAAG CAGTTACTTT ACGCGAAGAC CCTGTAAGCA TCTAA 1440
1441 TCTTTTTTAA AGATCCTTGC GTAAATTTTC TAACGATTAG CAGGA 1485
1486 TGCCGCTAAT GAGCCCCTTC CCGAAGTACC CTCCCGCTTC CGTTC 1530
1531 ACGTTCTCCA CCTGCTCGCC GTCGTTATCG TGATGATTAT CGTAG 1575
1576 AGGAGGCGAT TACCGTCGTG ACGCTTATCG TCCCGGCAGA GATGA 1620
1621 TGAACGTCGT TATGCTCCTC GTGGTGAATA CAGGCGTAAT AATCG 1665
1666 TGATGAATAC CGTCGTGGTG GTCGCGATGA GTATAGACGT AATTC 1710
1711 CAGAAGTGAT TATCGTCGTC CTCATGATGA TGAGTATCGT CGTCC 1755
1756 TAGAGGTGAT GAATATCGCC CTGGACGAGA CGAATACCGT CGTTC 1800
1801 TCGTGATGAT GGACGCCCTT CCCATGATGA TGAGTATCGA CGTGA 1845
1846 CGCTTATAGC CGTAGTCCTT CTCCTAGACG TGATAGAGAA GAGAA 1890
1891 TCGCTCCCCT GCCTATGAAG GTTCCAAATC CTATTCAGCT GCTCC 1935
1936 TGAAGCATCA ATGGAGTCAT CTGCTCCCAC TGAATCATAT GACAA 1980
1981 ACCTGCTGCT TCGGAAGAAC AACAGCCTTT GCAAAACCAT TCTGA 2025
2026 TGTAGGTAAC GGTAGCGCTG AAGGACAGGT CGCTGCTGAA TGGTA 2070
2071 AACATAGAAA TTTTTCCTTT GGTAAACTAT TTTTTAGTGT CTGCT 2115
2116 TACTAGATTT TCCTGTCATA TGTCTGTGGT CTTAATATCC TTTGT 2160
2161 CTGTGATGTA TTTGAGTATG AATTTATCTC TCTTTATTGG CGATT 2205
2206 TCCTTTCTTA CGATCAAGAA TGAAAGGAAT GTGTAATTTT TAGTG 2250
2251 TAGTTCCGGA TTTTTGCCGC GTATTTGTCA TTCTTTATCA TTTGG 2295
2296 ATGGATTTTG GTTGTTTTTT TTTGGTTGTT GTTCTTAATG AAGTG 2340
2341 AACGCCCGAA GAAAAGTTAG TTGTTGGAGT ATGGGTGTTT AAAGG 2385
2386 GTATATAATT TCACATAGTT GTTTGATGAG AGTGACCACT TTAAC 2430
2431 TCTTGCCAGT CTTGATTTCC AACCCATTAA TGCCCAGAAA AAAAT 2475
2476 AGGCTCGAAA CTTTAGTAGG TGATAAATTT TGATATGGTT GTATA 2520
2521 CCTTTGGCGG TGTCTTAATA TTTAGCTTAA ATGAGCCAGA ATTTT 2565
2566 GAATTTGACC GCCCCATAAA 2585
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